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de aislamiento reproductor precópula, son determinantes, no sólo de muchos procesos de
especiación,sinodelpropioconceptobiológicodeespecie.
ElobjetivogeneraldeestaTesiseseldeexplorarlasinfluenciasqueelambientepuedetener






El ambiente físico o social (sistema de apareamiento) puede mediar la variación
microgeográfica enlautilizacióndeseñalessexualesvisualesoquímicasentrepoblacionesde
lagartijacarpetana (Iberolacerta cyreni).Además, aunque lashembrasde lagartija carpetana
prefieren asociarse con las señales químicas de losmachos demejor calidad (medida como
una mejor respuesta inmune), ésta está correlacionada con distintos compuestos de sus
señalesendiferentespoblacionesaisladasgeográficamente.Estoresultaen lapreferenciade
las hembras por machos simpátricos, lo cual podría conducir a un eventual proceso de
aislamiento reproductor y especiación. Las hembras de lagartija cantábrica (Iberolacerta
monticola) también prefieren las señales de los machos con mejor respuesta inmune. Sin
embargo,alcontrarioqueenlalagartijacarpetana,enestaespeciemásterritorial, losrasgos
de las señales químicas relacionados con la dominancia también son preferidos por las
hembras.Así, al determinarel ambiente social losbeneficiosdirectos y/o indirectosque los
machosproveenasusparejaspueden,portanto,sesgarselaspreferenciasdelashembraspor
diferentesrasgosdelasseñalesdelosmachos.
La depredación también puede influir, tanto en la evolución de distintos tipos de señales,
comoenelcomportamientoasociadoasuuso.Losmachosdelagartijacantábricamodulansu
comportamientoantidepredatorioparacompensarlosefectosnegativosdeunincrementodel
riesgodedepredacióndebidoa la coloración sexual conspicua,mientras que losmachos de
lagartija cantábrica con mayor “atractivo químico” para las hembras muestran un mayor
interésenelolordeunaserpientedepredadoraqueutilizaestímulosquímicosdelaslagartijas
para cazar. Todo esto sugiere que la regulación del comportamiento antidepredador en
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?.???????????? Diferencias microgeográficas  en  las  señales químicas de 
los machos y en las preferencias de las hembras por dife‐















realizaban “estancias” conmigo (pero en su casa) e,  incluso, sus  fugas o problemas  logísticos. Su apoyo para 
que, primero me licenciara en Biología y, después, prolongara mi infancia indefinidamente al decidir que que‐
ría dedicarme a la investigación, ha sido esencial para poder llegar hasta aquí. En ese contexto, sé que también 































Juanjo o Diego. Pedro L. Moreira ha sido el  “posdoc” más  influyente durante mi etapa  “predoc”. Además de 













John y Lorna Endler han  sido unas de  las personas más amables y humildes que he  conocido. También me 
acogieron y  trataron maravillosamente durante mi estancia en Santa Bárbara. Además,  John Endler escuchó 


















interpretación del mismo. Las  largas  y  recurrentes  conversaciones  sobre  evolución, método  científico  y  las 







me  embarque,  se  las  agradezco porque  las he disfrutado plenamente, hasta  el punto que no he necesitado 













curiosidad es, tal vez,  la principal motivación de  la ciencia, y, gracias a mis directores, también  lo ha sido de 












igual ni posible  tal y como  la he vivido. Supe que  todo comenzaba mientras manteníamos una conversación 


















































Tinbergen  (1963)  sugirió que,  ante  cualquier  rasgo morfológico  o  comportamental, 
pueden plantearse cuatro cuestiones  independientes en cuanto a mecanismo, ontogenia, 





los diferentes  individuos de una población  interconectada. En ese contexto,  la comunica‐
ción animal es consecuencia de un proceso de selección natural, siendo  influenciada por 
múltiples  factores,  de  forma  compleja  y  diferente  en  cada  especie  (Darwin  1872).  Por 
ejemplo, la selección natural optimizará las señales en función de las características físicas 
del medio, de  la detección por parte de  los depredadores o de  la organización  social de 
cada especie. Además, el uso de señales, al  influir, tanto directamente en  los procesos de 













































































puesta  del  receptor  también  ha  evolucionado.  Esta  definición  excluye  como  señales  a 
aquellos rasgos que, aunque sean utilizados para adquirir información sobre un individuo, 
no han evolucionado para tal efecto (lo que en inglés se denominan “cues”). Las “señales” 
serían  aquellas  implicadas  en  los  actos  de  “comunicación  verdadera”, mientras  que  las 
“cues”, que podríamos traducir por “indicaciones”, serían aquellas utilizadas en los proce‐



























































contextos:  aumentando  la  habilidad  de  su  portador  para  tener  éxito  en  la  competencia 




















cesos  de  elección  de  pareja  transmiten,  dependiendo  del mecanismo  que  las  origina  y 
mantiene,  información al sexo opuesto sobre distintas características beneficiosas del  fe‐








Debido  a  la  ya  comentada  correspondencia  entre  selección  sexual  y  comunicación 















cidos por  “buenos genes”  (“good‐genes”),  se  refieren a  la  “calidad”  fenotípica o genética 
que heredará la descendencia del emisor (Andersson 1994). 
 




pende pues de  los mecanismos que  aseguren  esa honestidad. La mayor  contribución  al 
respecto fue la propuesta del “Principio del Handicap”, concebido originalmente por Zaha‐
vi  (1975)  y  formulado  posteriormente  por Grafen  (1990).  Existen  dos  interpretaciones 











































1995a,  b),  enfatiza  la  evolución  de  nuevas  señales  como  consecuencia  de  los  sesgos  ya 







soriales”  (“sensory  traps”; West‐Eberhard 1984; Christy 1995) hace  referencia al  “reci‐
clado” de  funciones sensoriales desde contextos diferentes al de  la comunicación sexual. 
De similar modo, Guilford y Dawkins (1991) sugirieron que  la evolución de  las señales y 


















res  contribuyen a  la  evolución de  los  sistemas de  comunicación. Las  señales  son 
rasgos o comportamientos adaptativos que aparecen por mediación de la selección natural 




tanto  bióticas  como  abióticas,    impondrán una  selección  sobre  el  sistema  comunicativo 
(por ej. Endler 1991; Fleishman 1992). Además, el ambiente puede afectar indirectamente 
a  las  señales  comunicativas  al  ejercer  una  presión  selectiva  sobre  rasgos morfológicos 










seño  de  la  señal,  favoreciendo  a  los  emisores  que  consiguen  respuestas  favorables.  Al 
mismo tiempo, el diseño de  la señal ejerce una presión selectiva recíproca sobre el com‐

























receptor  tomar  una  decisión  comportamental  o  fisiológica.  La  eficacia  depende,  por  un 
lado, de los factores que afectan a la emisión de la señal y al emisor, y por otro, de aquellos 
que afectan a  la recepción de  la señal y al receptor (Endler 1993). Además,  también de‐
pende del sistema sensorial usado en cada contexto o especie, lo cual puede derivarse de 
la historia evolutiva  (Ord y Stuart‐Fox 2006) o de  la adaptación al medio  (Podos 2001; 




Tipo de señal  Ventajas Inconvenientes 
Visual 
-Muy rápidas 
-Muchos componentes  
-Transferencia de información elevada 
-Dependen de la luz ambiental 
-Contacto visual necesario 
Auditiva 
-Muy rápidas 
-Algunos componentes  
-Transferencia de información media 
-Ruido ambiental 
-No pueden ocultarse ante los depredado-
res o parásitos 
Química 
(olfativa) 
-Muchos componentes  
-Muy específicas 
-Relacionadas directamente con la fisio-
logía 
-Buenas indicadoras de fitness 
-Lentas 
-Necesarios receptores muy específicos 










1). Las señales evolucionan para minimizar  los efectos del  “ruido ambiental”  (entendido 
como cualquier  factor que distorsione  la señal) o  la  interferencia de  las señales de otras 
especies (Bradbury y Vehrencamp 1998). Así, la selección favorecerá las señales que expe‐












dad,  luz  o,  en  ambientes  acuáticos,  claridad  de  transmisión  ambiental,  también  pueden 
influenciar la efectividad de las señales (Fleishman 1992; Gomez y Théry 2004; Endler et 
al. 2005). Por lo tanto, estudios interespecíficos (por ej., Marchetti 1993) e intraespecíficos 
(por ej., Endler y Houde 1995)  sobre variación de  las  señales  sugieren que  la variación 
geográfica de  las  características del hábitat puede  afectar  a  la  evolución de  las  señales. 
Además,  el  ambiente puede  afectar  también  al  comportamiento de  señalización, puesto 
que  los animales que escojan el  lugar más adecuado  (que optimice  su efectividad) para 











































































































unque  la mayoría de  los  trabajos  sobre  selección  sexual  se  centran  en una  sola 
señal (o interpretan como una señal simple lo que podría ser una señal múltiple), 
lo cierto es que muchos animales producen y responden a señales múltiples (Rowe 






(“multicomponent  signals”; Hölldobler  1995;  Johnstone  1995),  cuando  se  refieren  a  un 


























tes. Cada uno de  esos  componentes porta  su propio mensaje  sobre  algún  aspecto de  la 




cuando  son  evaluados  juntos por el  receptor  (Wedekind 1992). Otra posibilidad es que 
diferentes ornamentos indiquen la condición del individuo a lo largo de diferentes escalas 
de tiempo, con unas señales reflejando la condición a lo largo de una escala de tiempo am‐
plia, mientras otras  son más dinámicas  y  responden  a  cambios  rápidos de  la  condición 
(por ej., Sorenson y Derrickson 1994; Hill et al. 1999). En este sentido, una hipótesis no 
verificada, es que  los ornamentos que  se desarrollan en  largos periodos de  tiempo,  son 
buenos indicadores de calidad genética, mientras que la señales más flexibles que reflejan 
la  condición  del momento,  serían mejores  indicadoras  de  beneficios  directos,  como  la 
habilidad parental o la capacidad de fertilización (Candolin 2003). La divergencia de crite‐
rios entre  las hembras de distintas especies ha sido puesta de manifiesto en numerosas 
ocasiones  (por  ej.,  Jennions  y Petrie 1997; Widemo  y  Saether 1999; Tregenza  y Wedell 
2000). Sin embargo, la posibilidad de que las hembras difieran en la atención que prestan 






menos atención a  los ornamentos masculinos cuando  las  interacciones agonísticas entre 
machos  son más  frecuentes, mientras que prestan más atención a  los  rasgos  comporta‐











posibles  parejas  si  las  señales  de  refuerzo  facilitan  la  comparación  entre  los  diferentes 
individuos. Además, este  tipo de señales dificultaría  la aparición de  “tramposos”  (“chea‐





sar múltiples  señales  aseguraría  la  honestidad  de  todas  ellas  (por  ej.,  Bortolotti  et  al. 
2006), evitando la expresión de varias señales deshonestas y teniendo también, por tanto, 
un valor adaptativo. Distinguir qué casos de señalización múltiple se corresponden con la 








correlación entre  la calidad  fenotípica del  los machos y  las características de sus territo‐















señales,  la hipótesis de  las señales poco  fiables o de Fisher (“unreliable cues”) sugiere 
que existen múltiples preferencias debido a  los sesgos del receptor. Estos sesgos, conse‐
cuencia del pasado evolutivo (Ryan y Rand 1993a; Holland y Rice 1998), se acumularían al 
ser explotados por  los emisores. Así, aunque no proporcionen más  información sobre  la 
calidad del emisor, al contrario de lo que sugieren algunos autores (Candolin 2003), tam‐
bién  aumentarían  su  eficacia  biológica  a  través  de  un  proceso  de  selección  desbocada 























































ciendo  los costes de elección. Diferentes  señales de un mismo  sistema  sensorial pueden 
presentar distintas ventajas dependiendo del medio (por ej., Endler y Houde 1995), pero 





























del macho  y  es  utilizada  en  la  elección  de  pareja  (Welchet  al.  1998;  Bosch  y Márquez 
1996). La selección sexual y el reconocimiento específico pueden entrar en conflicto cuan‐
do las señales utilizadas para elegir pareja coinciden con señales de otras especies simpá‐
tricas  (Rand  et  al. 1992; Ryan  y Rand 1993b; Pfennig 1998,  2000; Hankinson  y Morris 










































evitar  la hibridación  también  impulsarán  la evolución de señales exclusivas de reconoci‐






















Muchas  especies  de  lagartos muestran,  durante  sus  interacciones  sociales,  dramáticos 
cambios de color y brillantes patrones, muy conspicuos al observador humano. La mayoría 
de estas especies son diurnas y habitantes de medios abiertos, debido a su dependencia 


























cambios  de  coloración muy  diversos.  Además,  como  otros muchos  grupos,  los  reptiles 
pueden ver en el espectro ultravioleta y, a menudo sus señales lo reflejan (Arribas 2001; 
Thorpe y Richard 2001; Macedonia 2001). Las señales visuales se ven fuertemente influi‐
das por el tipo y cantidad de  luz que reflejan,  la cual dependerá de  las características es‐
tructurales del hábitat (Endler 1992). Por lo tanto, el tipo de hábitat en el que son desple‐
gadas determinará  la  coloración y extensión de  éstas. Por ejemplo, numerosos estudios 











cionada  con  su  capacidad  de 
lucha  (Olsson 1994 a,b,c) y  su 
estado  de  salud  (Olsson  et  al. 
2005), pero a su vez tiene cos‐
tes  en  cuanto  a  depredación 







otros  machos),  variando  esa 
relación en función de las dife‐
rentes  condiciones  de  cada 






























(Bull  et  al. 2001) o  el  reconocimiento  individual  (Alberts  y Werner 1993; Aragón  et  al. 
2000; 2001b). Además, recientemente diversos  trabajos han puesto de manifiesto  la  im‐
portancia de las señales químicas en la comunicación sexual de ofidios (Shine et al 2003) o 
lacértidos. Dentro de estos últimos se ha demostrado la implicación de las señales sexuales 












































nos  (Cytisus  oromediterraneus)  y  enebro  rastrero  (Juniperus  communis),  y  pastizales  de 
Festuca sp. y otras hierbas. A nivel de selección de microhábitat, evita  los enebros y  los 















































Los  machos  adultos  más  grandes 
presentan  durante  el  celo  una  colora‐
ción verdoso‐azulada  (ver  Imagen 8) y 
un número variable de ocelos azules en 
las  escamas  ventrales  exteriores  (ver 
Imagen 5 y 9). Estos ocelos reflejan en 
el  ultravioleta  y,  como  en  el  caso  de 
otras especies de lacértidos, son utiliza‐
dos  como  señales  intrasexuales  (Arri‐
bas 2001; Thorpe y Richard 2001; Mo‐
lina‐Borja  et  al.  1998;  López  et  al. 
2004). Además, los machos son capaces 
de  discriminar  los  excrementos  o  las 
secreciones  femorales  (señales  quími‐
cas; ver Imagen 9) dejadas en el sustra‐
to  por  otros  machos  vecinos,  posible‐
mente a nivel de individuo, y de utilizar 
la  información  que  les  proporcionan 
para  decidir  su  uso  del  espacio  o  su 






















que  las hembras, y  la actividad general es mayor durante  la época  reproductiva cuando 






















mo  táctica de  escape utiliza  carreras  cortas para  esconderse  en  refugios  (generalmente 
grietas de rocas o bajo arbustos) y como último recurso defensivo presenta autotomía en 
la cola (Martín 1992, 2001, 2002a, b). Diversos estudios experimentales han demostrado 












Aunque  también  se  la  considera una  especie  típicamente  ligada  a  roquedos de  alta 
montaña, en  la Cordillera Cantábrica ocupa  también rocas dentro de brezales y bosques 









































ñales  intrasexuales  (Arribas  2001; Thorpe  and Richard  2001; Molina‐Borja  et  al.  1998; 
López  et  al. 2004). Además,  se  sabe que  los machos  reconocen  sus propias  secreciones 
femorales de las de otros machos coespecíficos y que son capaces de percibir, a partir de 



















general es mayor durante  la época  reproductiva  cuando  tienen  lugar  los apareamientos 
(Argüello y Salvador 1988). El periodo de apareamiento  tiene  lugar en Serra da Estrela 
entre mayo y  junio, pero en Asturias y Galicia se adelanta a marzo y abril. Las primeras 
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El  objetivo  general  de  esta  Tesis  es  el  de  explorar  las  influencias  que  el  ambiente 




distintos  tipos  de  señales,  y  las  consecuencias  evolutivas  de  la  triple  interacción  entre 
ambiente, comportamiento y señales, siempre en un contexto evolutivo.  
 
Las  lagartijas  serranas  (Iberolacerta  sp.)  ibéricas  presentan  unas  condiciones muy 
adecuadas para  acometer  estos objetivos. En primer  lugar,  las distintas  especies  tienen 
distribuciones aisladas con características ecológicas diferentes y, en el caso de la lagartija 
carpetana  (I.  cyreni) numerosas poblaciones más o menos aisladas entre  sí. En  segundo 
lugar, presentan señales, tanto visuales, como químicas, y un sistema de selección sexual 
de gran complejidad. En tercer lugar, ya existe un conocimiento de determinados aspectos 
básicos  y  no  tan  básicos  de  su  comportamiento  adecuado  para  el  planteamiento  de 
determinadas cuestiones. Por último, las lagartijas son unos animales muy adecuados para 








hábitat o de  características  sociales de  la especie. Así,  los animales podrían evolucionar 
para comunicarse a través de múltiples modalidades sensoriales en respuesta a ambientes 
fluctuantes o heterogéneos. Para comprobar esta hipótesis, se explora si el ambiente físico 
o  social  puede  mediar  la  utilización  de  señales  sexuales  visuales  o  químicas  en  15 










?????. La  selección  sexual  favorece  la utilización de  señales  conspicuas, mientras que  la 
selección  natural  (a  través  del  riesgo  de  depredación)  favorece  a  los  individuos  más 
crípticos.  Sin  embargo,  este  compromiso  podría  verse  alterado  si  los machos  con  una 
coloración  más  conspicua  pudieran  compensarla  comportamentalmente,  siendo  más 
cautos  con  los  depredadores.  Para  comprobar  esta  hipótesis,  se  explora  si  existe  una 
regulación  intraespecífica  del  comportamiento  antidepredatorio  dependiente  de  la 
conspicuidad visual y si las diferencias en conspicuidad de la coloración sexual que existen 
entre  dos  especies  estrechamente  relacionadas  de  lagartijas  serranas  (Iberolacerta 






depredadores,  pero  los machos  podrían  compensarlo modificando  su  comportamiento 









hembras  por  diferentes  rasgos  de  las  señales  de  los  machos.  Para  comprobar  esta 
hipótesis, se analiza si en las especie más territorial (Iberolacerta monticola), las hembras 
prefieren rasgos de  las señales químicas de  los machos relacionados con  la dominancia, 
mientras que en  la especie menos  territorial  (Iberolacerta cyreni)  las hembras prefieren 






las preferencias de  las hembras por  las  señales de  los machos  locales puede  causar un 
fuerte aislamiento reproductivo precópula. Para comprobar esta hipótesis, se explora en 
dos poblaciones aisladas de  lagartija carpetana  (Iberolacerta cyreni)  las relaciones entre 





















ambiental,  dado  que  la  percepción  de  cada  señal  es  altamente 
dependiente de las características físicas del hábitat o de característi‐
cas sociales de  la especie. Así,  los animales pueden evolucionar para 





les microgeográficas. Hemos  encontrado  que  características  del mi‐
crohábitat tales como una mayor cobertura de canchales rocosos, sue‐
lo desnudo o mayor distancia a los refugios, pueden promover el uso 
de  señales  químicas, mientras  que  una mayor  cobertura  de  plantas 
puede promover una  señalización más  visual. Tanto  la  competencia 
intrasexual (reflejada en el tamaño de la cabeza de los machos) como 
la  territorialidad  (reflejada por una heterogeneidad de hábitat) pue‐















It  is  impossible  to  interpret multiple  signalling  outside  the  context  of  the  environment, 
given that signal perception  is highly dependent of habitat physical characteristics or so‐
cial  characteristics,  and  animals may  evolve  to  communicate  through multiple  sensory 
modalities  in  response  to  fluctuating  or  heterogeneous  environments.  We  explored 
whether physical  or  social  environment may drive  the use  of  visual  or  chemical  sexual 
signals across 15 populations of I. cyreni lizards with microgeographic environmental dif‐
ferences. We  found  that microhabitat  characteristics,  such as higher  cover of  rocky out‐
crops,  bare  soil  and  farther  distances  from  refuges, may  promote  chemical  signalling, 
whereas  higher  cover  of  plants may  promote  visual  signalling.  Intrasexual  competition 
(reflected  by male  head  size)  or  territoriality  (reflected  by  habitat  heterogeneity) may 
promote both the development of visual and chemical signalling. Our results showed that 
physical and social characteristics of  lizards’ environment may play an  important role  in 
the evolution of multimodal signalling, and suggested  that  the equilibrium between each 






t has been known  for  years  that mul‐
tiple  sensory  systems  (or modalities) 
are  im‐portant  for  communication 
(Darwin 1872; Tinbergen 1959). However, 
the  relationships  among  different  sensory 
channels have been  little studied but until 
recently  (Partan  and Marler  2005). Many 
animals  produce  and  respond  to  displays 
made  up  of multiple  components  (for  re‐
view  see  Rowe  1999;  Candolin  2003). 
These signals have been described as being 
‘multicomponent’ (Hölldobler 1995; Johns‐
tone  1995;  Kodric‐Brown  and  Nicoletto 
2001), or  ‘multimodal’ where components 
occur  in  more  than  one  sensory  system 
(Guilford  and  Dawkins  1991;  Rowe  and 
Guilford 1999; Elias et al. 2005; Partan and 
Marler 2005).  
Most  theoretical  interest  has  focused 
upon  explaining multiple  sexual  displays, 
exploring the conditions under which mul‐
tiple  handicaps  or  Fisherian  traits  might 
evolve (reviewed  in Candolin 2003). How‐
ever,  focusing  purely  on  the  honesty  of 
signals,  omits  other  selection  pressures 
over  the  design  features  of  signals  that 
enhance  effective  communication  (Alberts 
1992; Endler and Basolo 1998; Endler et al. 
2005; Hebets and Papaj 2005). Many stud‐
ies  show  that  signal  differences  among 
different species or populations are consis‐
tent  with  the  idea  that  selection  has  fa‐
voured  more  effective  stimulation  of  re‐
ceivers  that  differs  under  differing  envi‐
ronments  (e.g.,  Endler  and  Houde  1995; 
Endler  and Théry  1996; Boughman  2001; 
Leal  and  Fleishman  2004). Most  of  these 
studies  rely  on  differences  in  exclusively 
one sensory system, but accurate and effi‐







system  best  suited  for  their mating  envi‐
ronments.  However,  the  role  of  the  envi‐
ronment  in  the evolution of sexual signals 
perceived under different sensory modali‐
ties  remains,  to  our  knowledge,  almost 
unexplored.  
The  goal  of  this  study was  to  explore 
whether  differences  in  physical  or  social 
environment may  drive  the  use  of  sexual 
signals based on different sensory systems 
in a  lizard  species with multisensory  (vis‐
ual and chemical) signalling. Studies using 
comparative  methods  have  investigated 
the evolutionary histories of visual (Mace‐
donia 2001; Ord et al. 2001; 2002; Stuart‐
Fox  and  Ord  2004;  Ord  and  Stuart‐Fox 
2006; Stuart‐Fox et al. 2007) and chemical 
signalling  (Kratochvil  and  Frynta  2002; 
Pincheira‐Donoso  et  al.  2008)  in  various 
groups of  lizard species. However, no pre‐
vious studies have explored the evolution‐
ary  interaction of both  traits  in relation  to 
physical or  social environment. Moreover, 
most of studies have involved comparisons 
across  species.  A within‐species  compari‐
son may provide a better  test of  the effect 
of habitat as  it provides greater control of 
other  factors  that  can  influence  signalling, 
such  as  phylogenetic  history  (Ryan  and 
Brenowitz 1985) or body  size, which may 
affect  the size,  type, and  transmission dis‐
tance  of  visual  cues  (Bradbury  and  Ve‐
hrencamp  1998;  Podos  2001).  Thus  we 
examined,  across  15  populations  of  Car‐
petane  rock  lizards  (Iberolacerta  cyreni), 
the  relationships  between  the  use  of 
chemical  and  visual  signalling,  the  most 
prominent  lizard  sensory  systems,  and 
different physical and social environmental 
factors. 
The  Carpetane  rock  lizard,  I.  cyreni 
(formerly  Lacerta  monticola  cyreni)  is  a 
lacertid  lizard  found at mountains  in Cen‐
tral  Spain,  occupying  sparsely  vegetated 
rocky areas at high elevations (above 1700 
m) (Martín 2005). For a variety of reasons, 
I.  cyreni  is  an  excellent  candidate  to  test 
environment  effects  on  sensory  systems. 
First, mountain  topography  and  historical 
climatic  changes have  led  to different  iso‐
lated  populations,  which  are  geographi‐
cally  very  close,  but  isolated  by  the  pres‐
ence at lower altitudes of surrounding pine 
forests  where  this  lizard  does  not  occur 
(Martín 2005). This fragmented population 
system  is  especially  adequate  to  examine 
the topic of the present study because pro‐
vides  geographically  isolated  lizard  popu‐
lations which presumably experience vary‐
ing  environmental  conditions  (e.g.,  with 
different sun orientations, vegetation types 
or topographical features). Second, I. cyreni 
use  both  visual  and  chemical  signals  in  a 
mating context. As in many lacertid lizards, 
male I. cyreni show conspicuous blue spots 
on  lateral‐ventral  scales which  reflect  ul‐
traviolet  (UV)  light  (Arribas 2001; Thorpe 
and  Richard  2001)  and  are  used  in male 
contests (Molina‐Borja et al. 1998; López et 
al. 2004). Chemical  signalling  is also well‐
developed  in  this  species,  where  scent 
marks from femoral pores of males convey 
information about social status (Aragón et 
al.  2001;  Martín  and  López  2007,  2008; 
Martín et al. 2007) or about traits used by 
females  in mate choice  (Martín and López 
2000,  2006a,b;  López  et  al.  2002,  2003). 
The femoral pores could be considered as a 
secondary  sexual  trait  subjected  to  sexual 
selection (Martín and López 2000) and the 
number of femoral pores may vary consid‐
erably  among  species  (e.g.,  only  two  or 
three pores occur on each leg in Sceloporus 
horridus,  whereas  the  others  Sceloporus 
species have several  times  that many). An 
increase  in  the  number  of  femoral  pores 
implies  an  increase  in  the  amount  of 
holocrine  femoral  glands  which  secrete 
pheromone  components  (Escobar  et  al. 
2003; Martín and López 2006a). Thus, we 
used  population  average  number  of  blue 
spots as an  indirect measure of  the  inten‐
sity of use of visual signalling, and popula‐





To  examine  environmental  influences 
on  sexual  signalling we  characterized  the 
microhabitats  available  and  selected  by 
lizards  in  each  population.  The  relative 
conspicuousness of a signal can be strongly 
affected by how well  it  transmits  through 
the  local environment,  that  is, how well  it 
can  be  seen  or  smelled  from  a  distance.  
For  instance,  habitat  openness  or  vegeta‐
tion  cover  affects  light  conditions,  which 
may exert strong selection on visual signals 
such  as  colour  patches  or  ornaments  to 
maximize  conspicuousness  (Marchetti 
1993;  Endler,  1992,  1993;  Endler  and 
Thery  1996;  Leal  and  Fleishman  2004). 
Predators may also exploit signals to local‐
ize prey (Endler 1978, 1980; Zuk and Kol‐
luru  1998),  and  habitat  openness  can  in 
turn determine  the vulnerability of signal‐
lers  to  visual  predators.  However,  other 
environment  characteristics,  such  as  hu‐
midity,  could  drive  the  use  of  chemical 
signalling  (Alberts  1992).  For  instance, 
hydrophobicity makes  the  waxy  pore  se‐
cretions difficult  to detect by olfactory or‐
gans  and humidity  increases  the degrada‐
tion of femoral pore secretions in substrate 
scent  marks,  reducing  their  durability. 
Therefore,  changes  in  physical  habitat 
characteristics  could  drive  the  use  of  sig‐
nals from one sensory system to another. 
Social  environment  may  also  confer 
different  advantages  associated  to  each 
sensory  modality.  Spacing  patterns  may 
influence  the distance over which a  signal 
must  function  and  social  factors,  as  in‐
trasexual  competition,  also  influence  sig‐






requirements  (Huey  1982;  Sorci  et  al. 
1996;  Bashey  and  Dunham  1997).  Thus, 
the  distribution  and  abundance  of  refuge 
and  thermoregulatory  appropriate micro‐
habitats  should  predict  male  and  female 
spatial distribution  in  space and  time and 
may  have  promoted  different  social  sce‐
narios.  Encounters  between males  during 
the  breeding  season  often  escalate  into 
fights  with  vigorous  biting  (Martín  and 
López 2007; Martín et al. 2007). Male head 
size  clearly  indicate  a  dimorphism  in  bite 
performance  (Herrel et al. 1999), suggest‐
ing  that  intrasexual  competition may be a 
driving  force  for  the  head  sexual  dimor‐
phism  (Olsson  1992;  Stamps  et  al.  1997; 
Molina‐Borja et al. 1998; Gvozdík and Van‐
Damme 2002; Baird et al. 2003). Thus, we 




between  two  of  the most  prominent  dis‐










We  did  field work  during  spring‐summer 
2003 at 15 different localities covering the 
geographic  distribution  of  Iberian  rock 
lizards in the Guadarrama Mountains (Cen‐
tral  Spain)  (Martín  2005)  (Table  1).  We 
searched  for  lizards  by  walking  between 
07:00  and  14:00h  (GMT)  with  consistent 
sampling  effort  in  all  microhabitats  and 
study  localities.  We  captured  adult  male 
and  female  lizards  by  noosing.  The  body 
size  distribution  of  lizards  in  the  samples 








We  weighed  all  captured  lizards  with  a 
Pesola  spring  scale  (to  the nearest 0.1  g), 






width  and  depth)  and  SVL  (all  log  trans‐
formed)  to a  single  component  represent‐
ing  relative  head  size  (hereafter  ’head 
size’). We  considered  that higher  levels of 
intramale competition would result in rela‐
tively greater head sizes of males, and con‐
sequently  in  a  higher  degree  of  sexual 
dimorphism. 
We also counted  in all captured males 
the number  of  femoral pores on  the  right 
and left hind legs with the aid of a magnify‐




pores did not  change  in  the  same  individ‐










10,  15,  25,  75  and  100  cm. We  noted  the 
presence  at  substrate  level  of  grass,  leaf 
litter,  bare  sandy  soil,  small  rocks  (<  25 
cm),  medium  rocks  (25‐100  cm),  large 
rocks (100‐200 cm), or rocky outcrops and 
cliff walls  (> 200  cm). Plant  contacts at 5, 
10, 25 and 50  cm height were also noted, 
using  a  calibrated  stick,  for  grasses  (e.g., 
Festuca  indigesta, Koeleria  caudata),  ferns 
(e.g.,  Cryptogramma  crispa,  Asplenium 
trichomanes, Dryopteris oreades) and small 
herbaceous semi‐perennial plants (<50 cm 
height;  e.g.,  Senecio  pyrenaicus,  Digitalis 
purpurea,  Doronicum  carpetanum),  large 
woody  bushes  (Cytisus  oromediterarneus 
and  Juniperus  comunnis)  or  trees  (Pinus 
sylvestris).  We  also  noted  whether  the 
sample  point  was  in  a  sunny  or  shaded 
location, the presence of canopy tree cover 








Casa Derruida  75.4 ± 1.9  0.74 ± 0.3  19.1 ± 0.4  6.1 ± 0.8  1970 
Cueva  72.7 ± 1.1  0.52 ± 0.2  18.6 ± 0.2  5.4 ± 0.8  1935 
Siete Picos  77.5 ± 1.7  0.27 ± 0.4  18.7 ± 0.5  8.7 ± 1.0  2080 
Trigo  75.5 ± 1.2  0.75 ± 0.2  18.0 ± 0.4  8. 7 ± 0.7  1965 
Minguete  77.6 ± 1.4  0.60 ± 0.2  18.6 ± 0.4  7.4 ± 0.8  2010 
Bola  73.8 ± 1.3  ‐0.03 ± 0.2  17.9 ± 0.3  5.6 ± 0.9  1940 
Cabrillas  73.9 ± 2.1  ‐0.29 ± 0.4  17.9 ± 0.3  5.6 ± 1.1  1960 
Dos Castillas  75.5 ± 2.6  ‐0.49 ± 0.5  17.8 ± 0.4  6.4 ± 1.1  2150 
Antenas  77.3 ± 1.4  0.13 ± 0.2  17.8 ± 0.3  6.3 ± 1.2  2250 
Cancho Negro  80.0 ± 1.3  0.57 ± 0.2  18.2 ± 0.3  7.7 ± 0.8  2170 
Valdemartín  79.3 ± 1.1  0.46 ± 0.2  18.2 ± 0.4  6.0 ± 0.9  2270 
Topillo 1  71.5 ± 0.7  ‐0.07 ± 0.1  18.0 ± 0.3  6.6 ± 1.2  1880 
Topillo 2  72.1 ± 0.8  ‐0.19 ± 0.2  17.7 ± 0.4  5.4 ± 1.0  1887 
Valdesquí  76.3 ± 1.5  ‐0.01 ± 0.2  18.5 ± 0.4  3.7 ± 0.7  1960 




nearest  potential  refuge  (rock  crevice  or 
protective  vegetation  cover).  This  proce‐
dure provided 24 sample points per  lizard 
location  and  allowed  us  to  calculate  the 
percent  cover  values  of  each habitat  vari‐
able (i.e., % contacts with each substratum, 
vegetation  type  and  sunny  spots,  and  the 










sis  (PCA)  to  reduce  the microhabitat vari‐
ables  to a  smaller number of  independent 
components. Original data (number of con‐
tacts)  were  normalized  by  means  of 
square‐root transformation. Because of the 
large  number  of  “zero”  observations  for 
many  variables,  some  transformed  data 
were  not  normally  distributed,  but  other‐
wise met the assumptions of a PCA. Devia‐
tions  from  normality  do  not  necessarily 
bias  the  analysis,  as  long  as  the  distribu‐
tions  are  reasonably unskewed  (Legendre 
and Legendre 1998). Thus, we  considered 
that our transformations reduced the skew 
sufficiently  to minimize  the  risk of bias  in 
the  analysis.  Only  principal  components 
(PCs)  with  eigenvalues  that  explained 
more  than 5% of  the  total  variation were 
retained for further analysis. Thus, the PCA 
for microhabitats available and those used 
by  lizards  produced  six  components  that 
together accounted  for  the 67.43 % of  the 
variance (Table 2). Then we calculated the 
mean  values  of  each PC  for microhabitats 
available  and  used  for  each  population  to 
use  them  as  predictor  variables  in  poste‐
rior  analyses.  Finally,  altitude  captures 
much  of  the  variation  in  factors  such  as 
temperature, humidity, and wind  intensity 
(Escobar  et  al.  2001;  Pincheira‐Donoso  et 
al.  2008)  which  may  influence  chemical 
signalling  (Alberts  1992).  Thus, we  noted 




the  average  difference between PC  scores 
describing microhabitat available and used 
by  lizards. We  considered  that  this meas‐
ure may  affect  the  intensity  of  intramale 
competition  for occupying  selected micro‐
habitats,  such  that  competition  would  be 
greater  in  populations  where  microhabi‐
tats used differed more from available ones 
(i.e., where preferred microhabitats repre‐
sented  a  smaller  proportion  of  the  total 
available area). 
 




(GRM)  to  estimate  relationships  between 
mean  numbers  of  blue  spots  or  femoral 
pores  of  males  and  environmental  vari‐
ables (microhabitat PCs, altitude and head 
size). Each type of signal (numbers of blue 
spots  or  femoral  pores)  was  analysed 
separately as the dependent variable, using 
as  potential  predictors  the  physical  envi‐
ronmental  variables  (i.e.,  all  the  PCs  ex‐





All  variables  were  log  transformed 
prior to analyses. Data normality was veri‐
fied  by  Shapiro‐Wilk’s  tests,  and  tests  of 
homogeneity of variances  (Leveane’s  test) 
showed  that  variances  were  not  signifi‐
cantly heterogeneous after transformation. 
We used a “best‐subsets” approach in con‐
junction with  stepwise methods  (Neter  et 
al. 1985). We chose the most parsimonious 
model  as  having  the  lowest  Akaïke  infor‐
mation criterion (AIC), and we checked  its 
coincidence  with  the  equivalent  stepwise 




were  normally  distributed  (Grafen  and 
Hails  2002).  All  statistical  analyses  were 
performed  with  the  software  Statistica 










to‐vent  length,  SVL  (one‐way  ANOVA, 
F14,200 = 5.42, P < 0.0001), and in the num‐
ber of blue spots (F14,200 = 2.19,  P = 0.009), 
but  not  in  the  number  of  femoral  pores 
(F14,200  =  1.17,  P  =  0.29)  (Table  1).  There 
were  weak  but  positive  and  significant 
relationships between SVL of male  lizards 
and  the  number  of  femoral  pores  (Pear‐
son’s correlation, r = 0.20, F1,213 = 9.18, P = 
0.02)  and  blue  spots  (r  =  0.22,  F1,213  = 
11.53, P = 0.0008). The number of femoral 
pores  was  no  significantly  related  to  the 
number of blue spots (r = 0.11, F1,213 = 2.84, 
P = 0.09). 
  Relative  head  size  was  significantly 
larger  in males  than  in  females  (two‐way 
ANOVA,  sex  effect:  F1,291  =  48.00,  P  < 
0.0001)  and  varied  significantly  between 
populations (population effect: F1,14 = 2.34, 
P = 0.004). The  interaction between popu‐
lation  and  sex  approached  significance 
(F1,14 =1.68, P = 0.057) suggesting that the 
magnitude  of  the  differences  in  head  size 
between  males  and  females  (i.e,  sexual 





Interpopulation  variation  in  habitat 
characteristics 
 
There were  significant differences  in  rela‐
tion to all PCs describing habitat character‐
istics among populations (GLM, Wilks’ χ2 = 
0.19,  F84,2219  =  9.20,  P  <  0.0001)  and  be‐
tween  types of microhabitat points  (avail‐






habitats  differed  among  populations.  The 
general  model  showed  significant  overall 
differences  between  microhabitats  avail‐






1),  Juniperus bushes  (PC‐2), plants  (PC‐3), 
grasses,  small  and  medium  rocks  and 
sunny  sites  (PC‐5),  rocky  outcrops  and 
bare  soil  (PC‐6)  and  are  closer  to  refuges 
(PC‐6) than microhabitats available. 
 
Relationships  between  lizard  and 
habitat characteristics 
 
With  respect  to  the physical environment, 
considering  the  average  values  for  each 
population, the SVL of male lizards was not 
significantly  related  to  any  of  the PCs de‐
scribing  habitats  used  by  lizards,  which 
were  not  included  in  the  final  stepwise 
GRM model, but SVL was significantly and 










  PC‐1  PC‐2  PC‐3  PC‐4  PC‐5  PC‐6 
Ground level:             
 Small rocks (< 25 cm)  0.14  ‐0.01  ‐0.06  ‐0.12  0.63  ‐0.19 
 Medium rocks (25‐100 cm)  ‐0.09  0.29  0.06  ‐0.03  0.54  ‐0.02 
 Large rocks (100‐200 cm)  ‐0.20  0.16  0.02  0.03  0.20  0.39 
 Rocky outcrops (> 200 cm)  0.08  ‐0.09  ‐0.09  0.01  ‐0.14  0.76 
 Bare sandy soil  0.15  0.20  0.15  0.04  0.04  0.57 
 Grasses  0.23  0.03  ‐0.01  0.04  0.76  0.16 
 Leaf litter  0.64  0.48  0.22  0.01  0.08  0.07 
Plant contacts:             
 Grass (5 cm)  0.26  ‐0.03  0.01  0.04  0.79  0.20 
 Grass (10 cm)  0.21  ‐0.01  0.09  0.04  0.36  0.45 
 Grass (25 cm)  0.08  0.05  0.19  0.03  0.07  0.35 
 Grass (50 cm)  ‐0.02  0.06  0.01  ‐0.99  0.02  0.02 
 Ferns (10 cm)  ‐0.02  0.06  0.01  ‐0.99  0.02  0.02 
 Ferns (25 cm)  ‐0.02  0.06  0.01  ‐0.99  0.02  0.02 
 Plants (5 cm)  0.07  ‐0.02  0.95  0.01  ‐0.01  0.08 
 Plants (10 cm)  0.03  ‐0.03  0.97  0.01  0.01  0.09 
 Plants (25 cm)  0.03  ‐0.03  0.97  0.01  0.01  0.09 
 Cytisus (5 cm)  0.86  0.06  0.19  0.02  0.12  0.12 
 Cytisus (10 cm)  0.87  0.09  0.19  0.03  0.15  0.13 
 Cytisus (25 cm)  0.89  0.07  0.09  0.03  0.14  0.13 
 Cytisus (50 cm)  0.88  0.05  0.01  0.01  0.11  0.12 
 Cytisus (75 cm)  0.68  0.03  ‐0.13  0.01  0.06  ‐0.02 
 Cytisus (100 cm)  0.58  ‐0.10  ‐0.12  ‐0.02  0.06  ‐0.05 
 Juniperus (5 cm)  0.01  0.93  ‐0.01  ‐0.05  0.14  0.03 
 Juniperus (10 cm)  0.01  0.94  ‐0.01  ‐0.04  0.17  0.04 
 Juniperus (25 cm)  0.02  0.95  ‐0.02  ‐0.02  0.15  0.02 
 Juniperus (50 cm)  0.04  0.86  ‐0.02  ‐0.12  0.01  0.04 
 Juniperus (75 cm)  0.19  0.40  ‐0.06  0.04  ‐0.15  0.15 
Ditance to refuge  0.07  ‐0.02  ‐0.06  0.03  0.50  0.76 
Sunny location  0.10  0.18  0.02  ‐0.02  0.81  0.40 
Canopy tree cover  0.01  0.01  0.02  ‐0.10  0.01  0.21 
             
Eigenvalue  6.31  3.88  2.94  2.83  2.72  1.56 
% Variance  21.02  12.93  9.79  9.43  9.07  5.19 
 
The average number of  femoral pores 
of male  lizards was positively  and  signifi‐
cantly related with PC‐6 describing micro‐
habitats  used  by  lizards  (stepwise  best 
subsets GRM, adjusted R2 = 0.35, β = 0.63, 
F1,13 = 8.46, P = 0.012) (Fig. 1a). Thus, male 
lizards  from  populations  with microhabi‐
tats  that  had  higher  cover  of  rocky  out‐
rocky outcrops and bare soil, and  that are 
far  from  refuges,  had  an  average  larger 
number of femoral pores, independently of 
SVL variations, which was not  included  in 


























































The  average  number  of  blue  spots  of 
male  lizards  was  positively  and  signifi‐
cantly  related  to  PC‐3  describing  micro‐
habitats  used  by  lizards  (stepwise  best 
subsets GRM, adjusted R2 = 0.26, β = 0.56, 
F1,13 = 5.84, P =0.031) (Fig. 1b). Thus, male 
lizards  from  populations  with microhabi‐
tats with higher cover of plants had an av‐
erage  larger  number  of  blue  spots,  inde‐
pendently of SVL variations, which was not 
included  in  the  final model. We  obtained 
similar  results  when  considering  the  PCs 
describing available microhabitats. 
With  respect  to  the  social  environ‐
ment, the average number of femoral pores 
of male  lizards was positively  and  signifi‐
cantly  related with  average head  size  and 
with  the magnitude  of  the differences be‐
tween  microhabitat  available  and  used 
explained  by  PC‐6  (stepwise  best  subsets 
GRM,  model:  adjusted  R2  =  0.60,  F2,12  = 
11.41,  P  =0.001;  head  size:  β  =  0.48,  t  = 
2.44, P = 0.03; PC‐6: β = 0.44, t = 2.21, P = 
0.04)  (Fig.  2).  Male  lizards  from  popula‐
tions where conspecific males had average 
relatively  greater  head  size  and  where 
microhabitats  available  and  used  differed 
more  in  the  cover  of  rocky  outcrops  and 
bare  soil  and  in  distances  to  refuges,  had 
an average larger number of femoral pores. 
The  average  number  of  blue  spots  of 
male  lizards  was  positively  and  signifi‐
cantly  related with  average head  size  and 
with  the magnitude  of  the differences be‐
tween  microhabitat  available  and  used 
explained  by  PC‐3  (stepwise  best  subsets 
GRM,  model:  adjusted  R2  =  0.48,  F2,12  = 
7.40, P = 0.008; head size: β = 0.50, t = 2.61, 
P = 0.02; PC‐3: β = 0.51, t = 2.66, P = 0.02) 
(Fig.  3).  Thus,  male  lizards  from  popula‐
tions where conspecific males had average 
relatively greater head size and where mi‐
crohabitats  available  and  used  differed 
more  in plant cover had an average  larger 
number of blue spots. 
Average  head  size  was  significantly 




Thus,  populations  where  microhabitats 
available  and  used  differed  more  in  the 
cover of  rocky outcrops and bare  soil and 
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and  social  environmental  characteristics 
may  drive  the  divergence  of  chemical  or 
visual  signalling  among  I.  cyreni  lizard 
populations. We  found  general  interpopu‐
lation differences in habitat characteristics 
(substrate  and  vegetation  cover)  that  re‐
flected differences  in physical  characteris‐
tics  (e.g.,  temperature  and  humidity,  visi‐
bility) which may  influence  the  efficiency 
of  both  chemical  and  visual  signalling 
(Endler and Houde 1995; Endler and Thery 
1996;  Alberts  1992;  Leal  and  Fleishman 
2004). Moreover, we also found interpopu‐
lation  differences  in  the  interaction  be‐
tween  available  and  used  habitats  and  in 
male head  size  (related with male aggres‐
siveness;  Herrel  et  al.  1999),  suggesting 
differences  in social characteristics (inten‐
sity  of  male  intrasexual  competition), 
which may  also  influence  signal  evolution 
(Andersson 1994; Blumstein and Armitage 
1997; Ord et al. 2001). Recent studies have 
compared  the  relationship  between  two 
sensory types (visual and acoustic signals) 
elaborations  across bird  species  (Badyaev 
et al. 2002; Price et al. 2006). Animals may 
evolve  to  communicate  through  multiple 
sensory modalities in response to a fluctu‐
ating  or  heterogeneous  environment  (re‐
viewed in Candolin 2003; Partan and Mar‐
ler  2005),  and  different  populations  or 
species may experience varying ecological 
conditions  that  may  influence  the  use  of 
each  sensory  modality.  Two  primary  hy‐
potheses  have  been  proposed  to  explain 
the  use  of multiple  traits  in mate  choice: 
the  “redundant”  (or  “back‐up”)  signal  hy‐
pothesis  and  the  “multiple messages”  hy‐
pothesis  (Møller and Pomiankowski 1993; 
Johnstone  1996;  Candolin  2003;  Hebets 
and Papaj 2005; Partan and Marler 2005). 
However, it is impossible to interpret mul‐
tiple  signalling  outside  the  context  of  the 
environment,  given  that  signal  perception 
is  highly  dependent  of  habitat  physical 
characteristics  (Endler  1992;  Endler  and 
Basolo  1998;  Bradbury  and  Vehrencamp 
1998; Chiao  et  al.  2000)  or  social  charac‐







sensory  modality,  and  that  population 
equilibrium  between  both  sensory modes 









whereas  higher  cover  of  plants may  pro‐
mote visual signalling. 
Changes  in  environmental  conditions 
(e.g.,  microhabitat  structure  or  predation 
risk)  that  lead  to  change  in  signal  detect‐
ability,  or  differences  in  the  cost  of  some 
traits,  can  strongly  influence  both  prefer‐
ence  for  traits  and  trait  elaboration  (Dar‐
win  1871;  Endler  1992;  Leal  and 
Fleishman  2004).  With  respect  to  visual 
signals,  the  habitat  in  which  natural  and 
sexual selection occurs  is divided  into mi‐
crohabitats  that  differ  in  physical  proper‐
ties  that  influence  colour perception,  such 
as  light  intensity,  light  spectrum,  and/or 
substrate colour and pattern (Endler 1993; 
Gomez  and  Théry  2004).  To  be  effective, 
colour  signals  should  be  conspicuous  to 
intended  receivers,  given  the  visual  back‐
ground  and  prevailing  light  conditions 
(Endler  1992;  Fleishman  and  Persons 
2001;  Macedonia  2001;  Stuart‐Fox  et  al. 
2007).  Habitat  openness  or  vegetation 
cover  affects  light  conditions,  which may 
exert  strong  selection  on  visual  signals 
such  as  colour  patches  or  ornaments  to 
maximize  conspicuousness  (Marchetti 
1993; Endler and Théry 1996; Zahavi and 
Zahavi  1997;  Leal  and  Fleishman  2004). 
We  found  that male  lizards  from  popula‐
tions with more plant cover had more blue 









Therefore,  in  habitats  with  more  plant 




1978,  1980;  Ryan  1987),  and  bright  col‐
ours, habitat openness or refuge availabil‐
ity can  in turn determine the vulnerability 
of  signallers  to  visual  predators  (Stuart‐
Fox and Ord 2004; Cabido et al.  in press). 
Blue  spots  may  increase  predation  risk 





influence  the  advantages  of  using  blue 
spots,  limiting  the use of  conspicuous vis‐
ual  signals  and  promoting  the  use  of 
alternative  signals  such  as  chemical  ones, 
as we  have  found. Therefore,  if  predation 
limits  the  use  of  visual  signals,  chemical 
signalling may  replace  visual  signalling  as 
the  target  of  sexual  selection  (Darwin 
1871;  Shutler  and  Weatherhead  1990), 




habitats  vs.  those  in  xeric  habitats might 
use chemical signals differently because of 
possible differences in persistence times of 
the  chemical  signal  (Gravelle  and  Simon 
1980).  A  higher  cover  of  plants  offers  a 
higher  protection  from  predators  (Martín 
and López 1995), but it is also related with 
higher  humidity  levels,  which  limits  the 
duration  of  chemical  signals  (Alberts 
1992).  Therefore,  in  those  populations 
where  humidity  is  high  and  predation 
pressure  is  low,  visual  elaboration  may 
replace  chemical  signals  as  the  target  of 
sexual selection. 
Therefore, our results showed that mi‐
crohabitat,  through  its  influence  both  on 
properties  of  the  signalling  environment 
and  predation  pressure,  can  thus  play  an 
important  role  in  the  evolution  of  multi‐
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(2001)  found  a  negative  association  be‐
tween  visual  and  chemical  signalling  in 
phrynosomatid  lizards. Although  their  re‐
sults are limited because they involve only 
a  single  species‐pair  comparison,  we  did 
not  find  a  significantly  relationship  be‐
tween  the  population  average  number  of 
femoral  pores  and  the  number  of  blue 
spots. This  could be due  to different  rela‐
tionships (positive or negative) depending 
on  the  weight  of  the  different  factors  in 







the  additive  and  interacting whole  effects 
of  all  environmental  factors  may  hide  a 




habitat  characteristics  influence  visual 
signal repertory in iguanian lizards (Mace‐
donia 2001; Ord et al. 2001, 2002), agamid 
lizards  (Stuart‐Fox  and  Ord  2004)  and 
chameleons (Stuart‐Fox et al. 2007). How‐
ever,  Pincheira‐Donoso  et  al.  (2008)  in  a 
phylogenetically  controlled  comparative 
analysis  found  that  environmental  condi‐
tions  failed  to  predict  chemical  signalling 




acal  pores.  However,  the  comparison 
across species may suppose a  lack of con‐
trol  of  other  factors  different  of  habitat 
characteristics  that  can  also  influence  sig‐
nalling,  such  as  body  size  (Bradbury  and 
Vehrencamp  1998;  Podos  2001)  or  varia‐
tion  in  social organization  (present  study, 
see below; Ord et al. 2001; Ord and Stuart‐






conditions  (see  also  Leal  and  Fleishman 
2004).  In addition, Pincheira‐Donoso et al. 
(2008)  used  the  latitude  and  altitude  of 
each species distribution as indirect meas‐
ures  of  temperature,  wind  and  humidity. 
The  lack of relationships between number 
of  femoral pores and habitat could be due 
to a habitat  classification based  in  inaccu‐






tative  measures  of  how  habitat  differs 
physically are potentially more statistically 





Our  study  shows  that  populations  where 
microhabitats  available  and  used  differed 
more  in  the  cover  of  rocky  outcrops  and 
bare soil and in distances to refuges, that is 
with  higher  habitat  heterogeneity  related 
with  territoriality (Emlen and Oring 1977; 
M’Closkey  et  al.  1990a,b;  Perry  and  Gar‐
land  2002),  had males with  greater  head 
size which  is  related with higher  levels of 
male  competition  (Herrel et al. 1999) and 
intrasexual  selection  (Gvozdík  and  Van‐
Damme  2002;  Stuart‐Fox  and  Ord  2004). 
Male  lizards  from  these  populations  also 
had  an  average  larger  number  of  femoral 
pores. In contrast, male lizards from popu‐
lations  with  average  relatively  greater 
male  head  size,  but  where  microhabitats 
available  and  used  differed more  in  plant 
cover,  had  an  average  larger  number  of 
blue spots. Several comparative (Ord et al. 
2001;  Stuart‐Fox  and  Ord  2004)  or  ex‐
perimental  studies  (Baird  et  al.  1997) 
showed  the  influence  of  intrasexual  com‐
petition and social organization in the evo‐
lution  of  visual  signalling,  suggesting  that 
signal  complexity  has  evolved  in  order  to 
improve opponent  assessment under  con‐
ditions  of  high  male‐male  competition. 
Kratochvil and Frynta (2002) also showed, 
in  a  study  of  the  relationships  between 
male  territorial  behaviour  and  presence 
/absence of precloacal glands in eublepha‐
rid geckos, that species lacking these struc‐
tures  are  less  territorial. Our  results  sug‐
gest that intrasexual competition (reflected 
by  male  head  size)  or  territoriality  (re‐
flected  by  habitat  heterogeneity)  may 
promote  both  the  development  of  visual 
and  chemical  signalling. However,  habitat 
heterogeneity  due  to  differences  in  rocky 
cover  drives  chemical  signalling, whereas 





cues  have  traditionally  been  classified  as 
long‐distance  signals  (Bradbury  and 
Vehrencamp  1998).  In  populations where 
male  have  to  compete  for  rocky  outcrops 
(which are preferably selected by I. cyreni; 
Martin  and  Salvador  1997)  chemical  cues 
may  function  to  alert  the  receiver  of  the 




cal  signal  durability  may  be  longer  on 
rocky  substrates  (Gravelle  and  Simon 
1980) that with the long‐distance detection 
of  olfactory  signals  may  combine  to  de‐
crease  the costs  incurred by a  female dur‐
ing  the  mate  selection  process,  and  in‐
crease  her  probability  of  finding  a  mate 






vantageous.  These  results  suggest  that, 
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although  sexual  competition  promote  sig‐
nal  complexity  (e.g.,  a  higher  number  of 
femoral  pores  or  blue  spots),  habitat 
characteristics  drives  the  efficiency  and 
favours the use of each sensory mode. 
  In  summary,  our  results  showed  that 
both physical  and  social  characteristics of 
lizards’  environment may  play  an  impor‐
tant  role  in  the  evolution  of  multimodal 
signalling  in  lizards,  and  suggest  that  the 
equilibrium between each  sensory modal‐






We  thank  Adega Gonzalo  for  valuable  help  in 

















sory  discrimination  of  familiar  and  unfa‐
miliar conspecifics by  lizards:  implications 
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Galicia  e  I.  cyreni  de  Guadarrama)  podrían mantenerse  gracias  a  la 
compensación del comportamiento antidepredatorio. Nuestros resul‐
tados  sugieren  que  los machos  de  lagartija  pueden  compensar  los 
efectos negativos en cuanto a riesgo de depredación de  la coloración 
sexual  conspicua  modulando  su  comportamiento  antidepredatorio 
(tiempo  dentro  del  refugio,  falsas  alarmas,  etc.) Hemos  encontrado 
que los machos de I. monticola, pero no los machos de I. cyreni, com‐











ferencias  interespecíficas  observadas  en  el  comportamiento  antide‐
predador. Esto sugiere que la regulación del comportamiento antide‐













Sexual  selection  favors  more  conspicuous  male  displays,  while  natural  selection  (via 
predator pressure) favors  less conspicuous displays. However, this trade‐off might be al‐
tered  if males with more  conspicuous displays  could  compensate behaviorally  for  their 
increased conspicuousness by acting more cautiously towards predators. The aim of this 
study was  to explore  in  two  species of  Iberian  rock  lizards whether or not conspicuous 
coloration  was  associated  with  antipredatory  behavior  and  whether  conspicuousness‐
dependent regulation of antipredatory behavior existed. Our results suggested  that male 
lizards  may  compensate  for  the  negative  effects  of  conspicuous  sexual  coloration  on 
predation  risk  by  modulating  their  antipredatory  behavior  (time  inside  refuges,  false 
alarms, etc). We  found  that male  Iberolacerta monticola, but not male  I. cyreni, compen‐
sated for the negative effects of blue lateral ocelli, which increased visual conspicuousness. 
However, male lizards did not compensate for relatively unexposed ventral spots. We also 















access  to  mates,  giving  rise  to  the 
evolution of extravagant secondary sexual 
characters  or  signals  that  are  used  in  at‐
traction of mates or  in  fights  for access  to 
mates  (Andersson  1994).  This  raises  the 
question  of  why  males  of  some  species 
have  evolved  bright  colors, whereas  oth‐
ers,  even  in  the  same  genus,  are dull  col‐
ored.  The  function  and  evolution  of  such 
variation is usually explained by a balance 
between  sexual  selection and  species  rec‐
ognition (via female choice), which usually 
favor  conspicuous  signals,  and  natural 
selection  (via  predator  pressure),  which 
favors  cryptic  individuals  (Endler  1978, 
1980; Andersson 1994; Møller and Nielsen 
1996;  Deutch  1997;  Zuk  and  Kolloru 
1998). However, high predation  exposure 
may  be  compensated  for  by  antipredator 
behavior  (Forsman  and  Appelqvist  1998; 






very  common  across  taxa  (Lima  and  Dill 
1990).  Animals  are  able  to  assess  preda‐
tion  risk  and  modify  their  antipredator 
behavior  depending,  for  example,  on mi‐
crohabitat characteristics (e.g., Martín and 
López  1995;  Losos  and  Irschick  1996)  or 
locomotory  abilities  (Braña  1993; Martín 
1996).  If  males  with  more  conspicuous 
displays  could  compensate  behaviorally 
for  their  increased  conspicuousness  by 
acting more cautiously towards predators, 
the  trade‐off  between  sexual  and  natural 
selection  might  be  altered.  However,  the 
influence  of  conspicuousness  on  antipre‐
dator behavior remains little explored (but 














of medium  sized  lizards  found mainly  in 
rocky  habitats  in  the  Iberian  Peninsula 
(Mayer  and Arribas  2003;  Carranza  et  al. 
2004).  The  Carpetane  rock  lizard,  Iberol‐
acerta  cyreni  (formerly  Lacerta monticola 
cyreni) is found at high altitude mountains 
in  Central  Spain  (above  1800  m  asl  and 
until 2400 m asl) where  it  reaches higher 
population  densities  than  the  closely  re‐
lated  Iberian rock  lizard,  I. monticola (for‐
merly  L.  monticola  cantabrica),  which  is 
found  in  lower mountains (below 1500 m 
asl)  and  lowland  valleys,  even  at  the  sea 
level,  in  North‐western  Spain  (Galán  and 
Fernández‐Arias  1993;  Martín  2005a,b). 
Both  species of  Iberian  rock  lizards  select 
microhabitats  with  high  cover  of  large 
rocks  with  crevices  that  provide  refuges 
(Martín  and  Salvador  1997;  see  results) 
and are  typical prey  for snakes and mam‐
mals  and  also  for  many  avian  predators 
such  us  raptors  or  shrikes  (see  results; 
Martín  2005a,b).  The  lowland  lizard  spe‐
cies (I. monticola) develops more extensive 
and colorful breeding coloration  (i.e., dor‐
sal  and  ventral  bright  green  coloration, 
blue  spots  on  lateral‐ventral  scales  and 
blue  ocelli  over  shoulders)  than  I.  cyreni 
(i.e., dull blue‐green coloration and a high 
number  of  blue  spots  on  lateral‐ventral 
scales  but  none  or  rarely  just  one  blue 
ocellum  over  shoulders)  (Arribas  2001, 
Galán 2008). Blue spots and ocelli of lacer‐
tid  lizards  reflect  ultraviolet  (UV)  light 
(Arribas 2001; Thorpe and  ichard 2001) 
and  both  lizards  and  avian  predators  can 
perceive  the  reflectance  of  UV  light 
(Fleishman et l. 1993; C thill et al. 00 ). 
Bright  colors  render  male  lizards  more 
conspicuous,  possibly  resulting  in  a 
greater  susceptibility  to  predators  (e.g., 
Martín  and  López  2001;  Stuart‐Fox  et  al. 
2003;  but  see  Olsson  1993),  thus we  ex‐
pected  that  a  higher  number  of  UV‐blue 
spots  increased  conspicuousness  of  Ibe‐
rian  rock  lizards,  at  lea t,  to  avian preda‐
tors. Then,  he  first goa  of  his study was 
to  explore  whether  conspicuousness‐




Between‐  species  differences  in  conspic‐
uousness of signals or predation risk level, 
may  affect  cost  of  s gnaling,  which may 
also affect the adaptative value of conspic‐
uousness‐dependent  regulation  of  anti‐
predatory behavior. Lizard populations  at 
high  elevations  enjoy  high  survivorship 
and  reach  higher  densities  than  those  at 





microhabitats.  We  hypothesized  that  if 
predation  cost  of  signaling  (i.e.,  high  pre‐
dation risk level) was high, the strength of 
conspicuousness‐dependent  regulation  of 
antipredatory  behavior  may  be  higher. 
Typically,  it  is assumed  that  two  localities 
differ in predation risk when they differ in 
predator density or community (McLaugh‐






predators  rely  on  visual  active  searching, 
whereas snakes and mammals rely mainly 
on  chemical  cues  to  locate  prey.  Thus,  to 
estimate  relative  predation  risk  to  visual 
predators on both  species of  Iberian  rock 
lizards, we  surveyed  published  studies  to 
know the number of potential avian preda‐
tor  species  at  each  population.  We  also 
measured  microhabitats  available  and 
used  by  lizards  to  estimate  availability  of 
refuges,  and  examined  whether  potential 
differences  in visual backgrounds (vegeta‐
tion and substrate cover  in the microhabi‐
tats  selected  by  lizards) may  render  one 









 may  promote  differences  in  condi‐





Finally,  behavioral  compensation  of 
conspicuousness may be costly  (condition 
dependent)  and,  therefore, may  affect  by 
itself  costs  of  signaling.  One  prominent 
model  of  sexual  selection,  the  handicap 
model,  assume  that  the marginal  costs  of 
signaling must be  lower  for  ales  in good 
condition than for males in poor condition 
(Grafen  1990;  Rowe  and  Houle  1996; 
Tomkins  e   al.  2004).  Since  the  empirical 
evidence for direct fitness costs created by 
predators  on  sexual  signals  is  scarce 
(Kotiaho  2001;  but  see  Zuk  and  Kolluru 
1998)  it  is  not  well  understood  whether 
predation  costs  increase  in  proportion  to 
the  expression  of  the  signal  or  whether 
they  are  related  to  the  condition  of  the 
males  (see  Candolin  1997,  1998;  Kotiaho 
et al. 1998; Hedrick 2000; Lewkiewicz and 
Zuk  2004).  Therefore,  regulation  of  anti‐
predatory  behavior  may  compensate  for 
the  predation  costs  of  increased  sexual 
signalling. If individuals in better condition 
are  better  at  escaping  predation,  and  if 
signalling  rate  is  positively  dependent  on 
condition,  then  the  condition  dependent 
escape  rate would  reduce  the  cost  of  sig‐
nalling  in  males  that  re  signalling  the 
most,  thus  fulfil
d  genes  sexual  selection  theory 
(Kotiaho 2001).  
To  examine  whether  antipredator 
behavior  varied  between  i dividuals, 
within  each  species,  in  relation  to  indi‐
vidual  conspicuousness,  we  simulated 
predatory attacks  to  lizards  in  the  labora‐
tory. We predicted that only visual signals 
that  increased  conspicuousness  to  visual 
predators  may  promote  antipredatory 
behavior  compensation.  We  used  the 
number  of  UV‐blue  shoulder  ocelli  as  a 
measure  of  visual  conspicuousness, 
because,  in  these ground dwelling  lizards, 
these ocelli are  clearly visible  from above 
by predators.  In  contrast, UV‐blue ventral 
spots  are  less  visible  from  above  and we 
considered  them  as  signals  relatively  less 
visible to predators. We hypothesized that 
if  predation  cost  of  signaling  (i.e.,  high 
predation  risk  el)  as  high  (due  to 
higher  number  of  predator  species  or 
lower number of  refuges),  the  strength of 
conspicuousness‐dependent  regulation  of 
antipredatory  behavior  may  be  higher. 
Thus,  we  explored  whether  there  were 
between‐species  differences  in  the 
strength  of  the  relationships  between 
conspicuousness  and  antipredatory  be‐
havior.  Finally,  we  also  included  body 
condition  in  our  within‐species  compari‐










tured  by  harmless  noosing  15  recently 
post‐hibernation  emerging  adult male  liz‐
ards  I.  cyreni  (snout‐to‐vent  length,  SVL, 
mean ± SD = 77 ± 3 mm) in alpine habitat 









100  m  asl).  At  least  two  months  before 
testing,  to allow acclimation  to  laboratory 
conditions  and  to  homogenize  previous 
recent  predation  risk  experience,  lizards 
were  individually  housed  at  “El  Ventor‐
rillo”  Field  Station  (Navacerrada,  Madrid 
prov.), in outdoor 60 x 40 cm PVC terraria 
containing  rocks  for  cover.  The  photope‐
riod and ambient  temperature were  those 
of  the  surrounding  region  and water  and 
mealworm  larvae  dusted  with  multivita‐
min  powder  were  provided  ad  libitum. 
Experimental  lizards were  fed  ad  libitum 
to  ensure  top  foraging  condition  and  to 
avoid  individual  differences  in  foraging 
abilities  that  might  distort  antipredatory 
behavior. However, we did not  find differ‐
ences  in  male  body  condition  between 
time  of  capture  and  time  of  experiments 
(Repeated measures ANOVAs, I. monticola: 
F1,11 = 0.0047, P = 0.94; I.cyreni: F1,9 = 0.40, 
P  =  0.54),  which  suggests  a  lack  of  food 




seem  rather due  to physiological  require‐
ments mediated  by  the  health  dependent 
“individual  quality”,  which may  influence 









ls,  and  were  returned  to  their  exact 
capture sites at the end of experiments.  




per  animal).  Ocelli  or  spots  with  bright 
blue  color  reflect  ultraviolet  (UV)  light 
(Arribas 2001; Thorpe and Richard 2001; 
unpublished data) were classified as “blue 









August,  from  1100  to  1400  hours  GMT, 
when lizards were fully active. We allowed 
lizards  to  thermoregulate and attain  their 
preferred body temperatures for at least 1 
h  before  the  trials  (Martín  and  Salvador 
1993).  Terraria  were  placed  separately 
from each other
  terrarium did not  influence  lizards  in 
other terraria.  
To  examine  antipredator  responses, 
we  previously  noted  whether  the  lizard 
was hiding inside the refuge, leaning out of 
the refuge (i.e., the lizard stayed inside the 
refuge  but  looked  outside with  the  snout 
closer  than 1 cm  to  the exit of  the refuge) 
or  outside  the  refuge,  and  then  walked 
slowly, stopped close (50 cm)  to each  ter‐
rarium,  and  looked  directly  to  the  lizard 
during  ten  seconds,  verifying  that  lizards 
could  clearly  see  the  experimenter  from 
their terraria. The same person performed 
all predatory  threats. We simulated 16‐18 
predatory  attacks  to  each  lizard within  a 
day (one every 10 min within 3 h), which 
we repeated over 24 h  later. From the ob‐
servations of  the  initial position of  lizards 
taken  every  10  min  immediately  before 
each  approach, we  calculated  the  average 
number of times that a lizard was outside, 
inside or  leaning out of  the  refuge, which 
were considered as a measure of the anti‐
predator behavior  of  lizards  to  the  previ‐
ous  approaches  of  the  experimenter. We 
also  noted  whether  the  lizard  hid  in  the 
refuge  when  the  experimenter  stopped 
close  to  the  terrarium and  looked directly 
inside it. We considered that if a lizard hid, 
it  perceived  a  high  predation  risk,  given 
that  the  predator was  looking  to  but  not 









(Ydenberg  and  Dill  1986;  Martín  and 
López  1999a).  Thus,  we  calculated  the 
proportion of  times  that a  lizard  that was 
initially  outside  or  leaning  out  of  the  ref‐
uge hid (‘false‐alarms’), and the proportion 
of  times  that was  initially outside  the  ref‐
uge  and  remained  outside  (‘undisturbed’) 
after  the  experimenter  approached.  We 
considered  that  a  high  number  of  “false‐
alarms”  indicated  shyness  while  a  low 
number  indicated  boldness  (López  et  al. 
2005). With this procedure we simulated a 
threat of a predator coming from above the 
lizard  because  it  is  likely  that  lizards  re‐
spond  to  human  beings  as  if  they  were 
visual  predators  (Cooper  2003). We  pre‐
dicted  that more  conspicuous  individuals 
should  respond  to  simulated  predatory 
attacks with shyer antipredatory behavior 
(higher proportion  of  time  inside  the  ref‐
refuge  and  higher  number  of  “false‐
alarms”) while  less  conspicuous  individu‐
als should respond with bolder antipreda‐
tory behavior  (more  time outside  the  ref‐
uge  and  lower  number  of  “false‐alarms”) 
(López  et  al.  2005).  To  test  for  possible 
effects  of  habituation  to  simulated preda‐
tor attacks, we tested for individual consis‐
tency  in  antipredator  behaviour  between 
both days. Repeatability was calculated as 
the intraclass correlation coefficient based 





except  “time  leaning  out  the  refuge”  (P  > 
0.08).  Thus,  for  the  subsequent  analyses, 
we  discarded  th
 
is  variable  and  used  the 
aver
 









Time inside refuge  Time outside  False alarms  Undisturbed 
I. monticola           P    β        P      F1,12          β    F1,13               
Blue shoulder oc 0.007  ns  ns  ns elli  10.12   0.85   
Dull shoulder ocelli  ns  ns  ns  ns 
Blue ventral spot  ns  ns      0.15  ns 2.35    −0.34
Dull ventral spot  ns  ns  ns  ns 
Condition  ns  ns   0.056  ns 4.38    −0.46   
 
I. cyreni               P          P F1,10          β    F1,11          β 
Blue shoulder ocelli  ns  ns  ns  ns 
Dull shoulder ocelli  ns  ns  ns  ns 
Blue ventral spot  ns  ns      0.023 58.56  −2.47 .001  6.91   1.46   
Dull ventral spot  ns  ns      0.028 53.82    2.36 .001  6.34  1.45    









conspicuousness  of  lizards  (all  variables 
log  transformed) we developed GLMs (us‐
ing  Statistica  6.0  software)  within  each 
species  separately.  Data  normality  was 
verified  by  Shapiro‐Wilk’s  tests,  and  tests 
of  homogeneity  of  variances  (Leveane’s 
test)  showed  that variances were not  sig‐
nificantly heterogeneous after transforma‐
tion. However, lateral ocelli in I. cyreni did 
not  fit  the  assumptions  of  normality  and 
were analyzed with Spearman’s rank order 
correlations. We did not compare  the  two 
species  in a  single analysis because  inter‐
specific  ifferences  in  ocelli  and  spots 
numbers did not comply with the assump‐








lar  individuals.  Body  condition  of  each 





behavior  of  males,  we  used  a  “best‐
subsets”  approach  in  conjunction  with 
stepwise methods  (Neter et al. 1985). We 
chose  the  most  parsimonious  model  as 
having  the  lowest Akaïke  information  cri‐
terion  (AIC),  and  we  checked  its  coinci‐
















To  obtain  a  rough  between‐species  com‐
parison of numbers of bird species that are 
known to prey on Iberian rock  lizards, we 
compiled  a  list  of  potential  predator  spe‐




Martí  and  del  Moral  2003). We  also  ob‐









refuge  and  visual  background  (vegetation 
and  substrate  cover)  selection  and  avail‐






We  searched  for  lizards  by  walking 
during  April  between  07:00  and  14:00h 
(GMT) with  consistent  sampling  effort  in 
the  two  study  sites. We  recorded micro‐
habitat data at  the point where each  indi‐
vidual was first sighted (I. cyreni: n = 29; I. 
monticola:  n  =  21).  Four  1  m  transects 




grass,  leaf  litter,  bare  sandy  soil,  small 
rocks  (<  25  cm),  medium  rocks  (25‐100 
cm),  large  rocks  (100‐200  cm),  or  rocky 
outcrops and  cliff walls  (> 200  cm). Plant 
contacts t 5,  0, 25 and 50 cm height were 
also  noted,  using  a  calibrated  stick,  for 
grasses  or  small  herbaceous  semi‐
perennial  plants  (<50  cm  height),  large 
woody  bushes  (Cytisus  oromediterarneus 
and  Juniperus comunnis  in Guadarrama, or 
Cytisus  scoparius  and  Ulex  europaeus  in 
Galicia) or trees (Pinus sylvestris). We also 
noted whether  the  sample point was  in  a 
sunny or  shaded  location,  the presence of 










substratum,  vegetation  type  and  sunny 
spots, and the mean distance to the nearest 
refuge; for a similar sampling methodology 
see  Martín  and  Salvador  1997).  To  esti‐
mate  availability  of  microhabitats  in  a 
large  area  surrounding  that  actually  used 
by  lizards, we used a similar procedure to 
record  the  same  variables  as  described 
abo
d














sis  (PCA)  to reduce  the microhabitat vari‐
ables  to a smaller number of  in ependent 
components.  Only  principal  components 
(PCs)  with  eigenvalues  that  explained 
more  than  5%  of  the  total  variation  and 






tions  from  normality  do  not  necessarily 




sufficiently  to minimize  the risk of bias  in 
the analysis. We used general  linear mod‐
els (GLM) to compare PC scores describing 
microhabitat  characteristics  in  relation  to 
each species (I. monticola vs. I. cyreni) and 
the  type  of  point  (available  vs.  used  by 
lizards) to determine whether lizards used 
available  microhabitats  in  a  non‐random 
fashion.  We  included  the  interaction  be‐
tween  species  and  type  of  point  in  the 
model to  st for differences in microhabi‐
tat selection of lizards within each species. 








Separated  nalyses  wi hin each  species 
showed  that  positive  conspicuousness‐
dependent  regulation  of  antipredatory 
behavior  may  occur  in male  I.  monticola 
but not in male I. cyreni (Figure 1; Table 1). 
Thus,  in male  I. monticola,  the best model 
shoulder  ocelli  and  body  condition.  A 
stepwise  multiple  regression  analysis 
(GLM  model:  adjusted  R2  =  0.47,  F3,12  = 
5.46, P = 0.013) confirmed that time spent 
inside  the  refuge  was  positively  and  sig‐
nificantly  correlated  with  the  number  of 
blue  shoulder  ocelli  (Table  1).  For  the 
number  of  false  alarms,  the  best  model 
based  on AIC  included  blue  ventral  spots 











Undisturbed (%)  2.3 ± 1.0  40.2 ± 4.7  52.75  < 0.001 
ng out of the refuge 26.0 ± 3.6  5.5 ± 1.2  0.25  0.61 








regression  analysis  (GLM model:  adjusted 
R2 = 0.35, F2,13 = 5.18, P = 0.022)  showed 
that  blue  ventral  spots  were  not  signifi‐
cantly correlated, and the negative correla‐
tion with  body  condition  approached  sig‐
nificance (Table 1). Thus, male I. monticola 
with a higher number of conspicuous ocelli 




Visual  signals  no  exposed  to  predators 












In  contrast,  visual  signals  exposed  to 
predators (shoulder ocelli) of male I. cyreni 
did  not  significantly  correlate  with  any 
behavioral variable (Spearman’s rank cor‐
relation:  −0.28 <  rs < 0.27, P > 0.30  in all 
cases)(Figure  1).  However,  signals  not 
exposed to predators (lateral ocelli) corre‐
lated with bolder behavior  (Table 1). The 
best  stepwise  multiple  regression  model 
based  on  AIC  for  the  number  of  false 
alarms  included  dull  shoulder  ocelli,  blue 
ventral  spots, dull ventral  spots and body 
condition (GLM model: adjusted R2 = 0.80, 




nificantly  correlated  with  the  number  of 
dull ventral spots and with body condition 
(Table  1).  The  best  stepwise multiple  re‐
gression model based on AIC  for  the pro‐
portion  of  times  that  male  I.  cyreni  re‐
mained undisturbed  included blue ventral 
spots,  dull  ventral  spots  and  body  condi‐
tion (GLM model: adjusted R2 = 0.35, F3,11 = 
3.59, P = 0.049), showing that the propor‐
tion of  times  that male  I.  cyreni  remained 
undisturbed  was  positively  and  signifi‐
cantly correlated with  the number of blue 
ventral  spots  and  negatively  and  signifi‐
cantly  correlated with  the number of dull 
ventral spots and with body condition (Ta‐
(Table  1).  Thus,  male  I.  cyreni  in  better 
condition  retreated  more  often  into  the 
refuge (i.e., higher num
  remained  less  often  undisturbed  un‐
der a predator threat. 
Multivariate  analyses  on  the  antipre‐
datory  behavioral  variables  showed  that 
there were significant differences between 






I.  monticola  spent  more  time  inside  the 
refuge, performed a higher






number  of  blue  and  dull  shoulder  ocelli 
(mean  of  right  +  left  sides)  than male  I. 
cyreni  (blue  shoulder ocelli: mean ±  SD = 
 =







































(open  circles).  Regression  line  is  showed 











trast,  male  I.  monticola  had  significantly 
less unexposed blue and dull ventral spots 




















in  habitats  that  differ  in  the  number  of 
potential  avian  predators.  In  the  lowland 
habitat  of  I.  monticola,  potential  avian 
predators  are  seven  raptor  species,  one 
gull, one  shrike,  three  thrushes  and  three 
crows  (Table  3).  In  contrast,  at  the  high‐
land  locality  of  I.  cyreni,  potential  avian 
predators  are  only  one  raptor,  two 











The  PCA  for  microhabitats  available  and 
those used by lizards produced three com‐
ponents  that  together  accounted  for  the 
56.62 % of the variance. The first PC (PC‐1, 
eigenv lue  =  5.02,  26.43 %  of  total vari‐
ance)  was  negatively  correlated  with 
sunny  locations  (r =  −0.51) and positively 
correlated with  the  presence  at  substrate 
level  of  leaf  litter  (r  =  0.64)  and  contacts 
with  large woody bushes at 5, 10, 25, 50, 
75,  100  cm  height  (0.76  <  r  <  0.84).  The 
second PC  (PC‐2, eigenvalue = 3.01, 15.89 
%  of  variance) was  negatively  correlated 
with cover of large rocks (r = −0.49), rocky 
outcrops  (r  =  −0.55)  and  distance  to  the 




of  total  variance)  was  negatively  corre‐
lated  with  cover  of  bare  sandy  soil  (r  = 









There  were  significant  differences  in 
relation  to all PCs between  the  two  lizard 
species (GLM, Wilks’ λ = 0.25, F3,94 = 92.24, 
P  <  0.0001)  and  between  types  of micro‐
habitat  points  (available  vs.  used  by  liz‐
ards;  Wilks’  λ  =  0.63,  F3,94  =  18.30,  P  < 
0.0001)  (Figure  2).  The  interaction  be‐




































*  =  occasional  predator  of  lizards.  Species  that  im‐






0.0001).  The  general  model  showed  sig‐
nificant overall differences for all PCs (PC‐
1:  adjusted  R2  =  0.24,  F3,96  =  11.61,  P  < 
0.0001;  PC‐2:  adjusted  R2  =  0.58,  F3,96  = 
49.50, P = 0.0001; PC‐3: adjusted R2 = 0.06, 
F3,96 = 3.40, P = 0.02). There were  signifi‐
cant  differences  between  populations  in 
characteristics  of  available  microhabitats 
defined by PC‐1 and PC‐2  scores  (Tukey’s 
tests, P < 0.001  in both  cases), but not  in 
those defined by PC‐3 (P = 0.91). Thus,  in 
the  habitat  of  I.  monticola  there  was  a 
higher  cover  of  large woody  bushes with 
presence at substrate level of leaf litter and 
large  rocks or  rocky outcrops, whereas  in 
the habitat of  I.  cyreni  there was a higher 
cover  of  small  and  medium  rocks,  with 
many  crevices,  and  refuges  were  closer. 
Regardless  of  these  differences  in  avail‐
ability,  there  were  not  significant  differ‐
ences between species in the PC‐1 and PC‐
3  scores  of  microhabitat  used  by  lizards 
(Tukey’s tests, P > 0.60 in both cases), but 
there were significant differences between 
species  in  the  PC‐2  (P  <  0.001).  Thus, 
males  of  both  species  used microhabitats 




uges  than  I. monticola.  In sum, microhabi‐
tats  available  to  the  two  species  did  not 
differ  in characteristics such as  the extent 




est  refuge;  however,  neither  of  these  fac‐
tors  are  likely  to  affect  the  visual  back‐












used  by  I.  monticola  and  microhabitat 
availability  in  PC‐1  and  PC‐2  scores  (P  < 
0.001  in both  cases) but not  in PC‐3  (P = 
0.91).  Thus, microhabitat  availability  and 
microhabitat preferences corresponded  in 









Increased  predation  pressure  may  shape 
the evolution of sexual  traits  favoring  less 
conspicuous males (Endler 1982; Candolin 
1998)  or  with  colors  biased  against  the 
spectral sensitivity of  the most dangerous 
predator  (Endler  1991).  However,  our 
results  suggested  that  male  lizards  may 
compensate  for  negative  effects  of 
conspicuous  sexual  coloration  on  pre‐
dation  risk  by  modulating  antipredatory 
behavior.  This  conspicuous‐dependent 
antipredatory  behavior may  also  function 
as  a  condition  dependent  cost  promoting 






Behavioral  compensation  has  been  re‐
ported  in  displaying  males  (Ryan  et  al. 
1982; Hedrick 2000; Lewkiewicz and Zuk 
2004;  Lindström  et  al.  2007)  but,  to  our 
knowledge,  whether  brighter  coloration 
may  be  behaviorally  compensated  has 










ferentially  for  exposed  or  unexposed  sig‐
nals. For example, body  regions of  lizards 
hidden from predators are more chromati‐
cally  contrasting  against  the  background 
than  body  regions  exposed  to  predators 
(Stuart‐Fox  et  al.  2004).  Thus,  we  pre‐
dicted  that  lizards  should  compensate  for 
the negative effect  of  ignals that  ncrease 
conspicuousness  to  predators  (lateral 
ocelli), but not for unexposed signals (ven‐
tral  spots).  In  accordance, we  found  that 
male  I.  monticola  with  more  shoulder 
ocelli, but not ventral spots, behaved shyer 
to compensate for their increased conspic‐
uousness.  Previous  studies  have  shown 
that refuge use of Iberian rock lizards may 
vary  as  a  function of predation  risk  level, 
physiological costs and foraging or mating 
expectations  outside  refuges  (Martín  and 
López 1999a; Martín et al. 2003a, b). The 
compensation  for  conspicuousness  could 
alter  the  trade‐off  between  sexual  and 
natural  selection,  thereby  changing  the 
dynamics  of  evolutionary models  that  as‐
sume  that  conspicuous  male  characters 
carry  a  cost  in  terms of natural  selection. 
Thus, males with  conspicuous  colorations 
might  not  always  experience  as  greater 
actual  predation  rates  as  suggested  by 












ber  of  UV‐blue  ventral  spots  predicted 
bolder antipredator behavior. Most studies 
show  that visual  conspicuousness of male 
coloration  correlates  positively with  shy‐
ness  (Forsman  and  Appelqvist  1998; 
Martín  and  López  1999b;  Hedrick  2000; 
Cuadrado  et  al.  2001;  Lindström  et  al. 
2007)  but  there  are  some  exceptions 
(Godin and Dugatkin 1996). The non adap‐
tative or weaker value o  conspicuousness‐
dependent  regulation  of  antipredatory 
behavior when cost of signaling is low (be‐
cause  of  reduced  predation  risk  and  low 
signal  conspicuousness)  may  explain  the 
lack of conspicuousness‐dependent regula‐
tion  of  antipredatory  behavior  in  some 
species.  The  UV‐blue  ventral  spots  of  I. 
cyreni  are  hidden  to  predators,  so  they 


































selection  suggested  lower  predation  risk 
on  I.  cyreni, which  is expected  to occur  in 
montane  lizards  (Van Damme et al. 1989; 
Fox  et  al. 1994). Differences  in protective 
cover  or  the  number  of  predator  species 
affect  predation  risk  (Snell  et  al.  1988; 




number  of  exposed  UV‐blue  shoulder 
ocelli. Ornaments with bright and UV  col‐
oration  may  increase  predation  risk  be‐
cause  diurna   ra tor   (Viitala  et  al.  1995, 
Honkavaara  et  al.  2002)  and  shrikes 
(Probst et al. 2002) use UV wavelengths as 
a  hunting  cue,  so  between‐species  differ‐
ences  in  avian  predators  are  especially 
important.  Therefore,  more  conspicuous 
male  I.  monticola  may  spent  more  time 
inside refuges because  their risk of be de‐
tected  by  a  predator was  higher  than  for 
more  conspicuous male  I.  cyreni. We  also 
found  that  in  the  habitat  of  I.  monticola 
refuges  were  far  and  scarce,  which  may 
implicate high  risk of predation and  force 
lizards  to  select  specific  microhabitats 
where refuges are close. In contrast, male I. 
cyreni did not choose particular microhabi‐
tats because  the high  availability  of  small 
to medium rocks  in their habitat provided 
abundant,  evenly  distributed  and  close 
refuges.  Moreover,  both  species  selected 
microhabita s with the sam  cover  f vege‐
tation  (grasses  or  small  woody  bushes) 
and  used  the  same  class  of  granite  rocks 
for thermoregulation and refuge (personal 
observation)  so we  ay  expect  that  both 
species  have  similar  visual  backgrounds 
and  visibility  and  that  the number of UV‐
blue  shoulder  ocelli  may  be  correlated 











Although  our  study  clearly  suffers 
from  the  potential  problems  of  inferring 
adaptation  from  two‐species  comparisons 
(Garland  and  Adolph  1991),  our  within 
species  comparisons  suggest  that  differ‐
ences  in  antipredator  behavior  may  be 
causally related to differences in predation 
costs of signals. Moreover, both lizard spe‐
cies  are  closely  related  and  until  recently 
were considered as belonging to the same 
species  (Mayer  and  Arribas  2003;  Car‐
ranza et al. 2004), so that any effect due to 
phylogenetic  divergence  should  be  very 
weak.  Thus,  our  results may  support  the 




may occur  in  I. monticola, but not  I.cyreni. 
The habitat of I. monticola has greater pre‐
dation  risk  and  fewer  available  shelters. 
Despite this, I. monticola is more conspicu‐
ous, potentially  indicating  stronger  sexual 
selection  on  coloration  in  this  species. 
These  factors  combined  are  likely  to  ex‐
plain  shyer  behaviour  as  well  as  behav‐
ioural compensation in I. monticola but not 
in  I. cyreni. Similarly, male  lacertid  lizards 
Gallotia  galloti  have  more  exposed  UV 






tunities  (see Martín  et  al 2003a)  than  for 
male I. monticola due to overall differences 
in  mating  season  duration.  Activity  level 
has  a  consistent  effect  on  reproductive 
success  in  I.  cyreni  (Salvador  et  al.  2008) 




More  active males  gained  access  to more 
females  by  overlapping  not  only  home 
ranges  of  a  larger  number  of  females  but 
also those of a larger number of male com‐








lation  (Martin  et  al  2003a).  UV‐blue  ven‐
tral  spots  may  be  used  to  signal  size  or 
body  condition  and  during  agonistic  en‐
counters  the  presence  of  blue  spots may 
elicit  aggressiveness  (López  et  al  2004). 
Both activity and sexual signals seem to be 
subject  to  hormonal  regulation,  probably 
mediated  by  testosterone,  and may  have 
an  important  effect  on  reproductive  suc‐
cess.  Then,  if  these  unexposed  signals  do 
not  need  to  be  behaviorally  compensated 
to reduce predatory costs, this may explain 















Both  the  energetic  and  conspicuousness 
costs  of  signals  have  been  suggested  that 
may be  important to consider  in other  liz‐
ards  imon 007) and our data also sug‐
gest  that  conspicuousness‐dependent 
regulation  of  antipredatory  behavior may 
also function as a condition dependent cost 
promoting  honest  sexual  signaling  in  I. 
monticola but not  in  I.  cyreni. One promi‐
nent model of  sexual  selection,  the handi‐
cap model, assume that the marginal costs 
of  signaling  must  be  lower  for  males  in 
good condition than for males in poor con‐
dition (Grafen 1990).  If  individuals  in bet‐
ter condition are better at escaping preda‐
tion,  the  condition dependent  escape  rate 
would  reduce  costs  of  signaling.  Male  I. 
cyreni  with  worse  body  condition  were 
bolder, i.e., had less false alarms, and were 
more  often  undisturbed. On  the  contrary, 
male  I. monticola with better body  condi‐
tion  performed  less  “false  alarms”.  This 
suggests  that  both  species  might  experi‐
ence different  costs associated  to antipre‐
datory  behavior.  Individuals  should  opti‐
mize  their  antipredator   responses  by 
balancing  antipredator  demands  with 
other  requirements  (Lima  and Dil  1990). 
Between‐species  differences  in  mating 
system  or  mating  season  duration  may 
promote  differences  in  the  trade‐off  be‐
tween  predation  risk  and  social  behavio
a and Dill 1990; Martín et al 2003a).  
Due  to  the  alpine  environment  of  I. 
cyreni  (high  local  population  densities, 
extensive home range overlap, and a short 
breeding season), both body condition and 
activity  level, which may  enable males  to 
search  more  intensively  for  females,  are 
significant predictors of  reproductive suc‐
cess  (Salvador  et  al.  2008).  This  mating 
system  would  allow  the  coexistence  of 
alternative mating strategies, as suggested 
by  the successful matings obtained by pu‐
tative  ‘‘transients’’  and  by  the  fact  that 
large  males  did  not  monopolize  females 
(Salvador  et  al.  2008).  Thus,  males  in 
worse condition may gain opportunities to 
mate  by  increasing  their  activity  level 
when predation risk was high and males in 
better  condition  were  hidden.  Concur‐
rently,  males  with  higher  reproductive 
success, presumably males with high activ‐
ity  levels  and better body  condition, have 
higher survivorship (Salvador et al. 2008). 
Thus,  although male  I.  cyreni with  better 
body  condition may  be  able  to  afford  the 
energetic  costs  of  higher  activity,  their 
shyer antipredatory behavior may result in 
higher survivorship without compromising 
their  reproductive  success  (Abell  2000). 
Interestingly, this result contrasts with the 
data  available  for  other  lacertids  from 
lower  altitudes,  such  as  Psammodromus 
algirus,  in  which  more  active  males 
courted  females  more  frequently,  but  at 
the  cost  of  decreased  survivorship  (Díaz 
1993;  Salvador  et  al.  1996).  Similar  rela‐
tionships might  be  found  in  I. monticola. 
Male  I. monticola may be more  territorial 
than male  I.  cyreni because we  found  that 
some microhabitat  resources  (refuge  and 
sunny  locations)  differ  between  selected 
and  avai able microhabitat  in  the former 
species.  Moreover,  overlapping  among 
male home ranges  is  lower  in  I. monticola 





(Aragón  et  al.  2004). Our  results  showed 





condition  dependent  escape  behavior 
might  allow  male  I.  monticola  to  remain 
more  time  exposed  to  predators  before 
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illustrates  the  perils  of  ignoring  potential 
compensatory mechanisms when studying 
the  costs of  sexually  selected  traits. How‐
ever,  most  examples  found  that  lizard 
populations that experience higher rates of 
predation  exhibit  less  conspicuous  sexual 
coloration  (Macedonia  et  al. 2002; Kwiat‐
kowski  2003;  Stuart‐Fox  et  al.  2004)  and 
that  conspicuous males  suffer higher pre‐
dation  risk  (e.g.,  Stuart‐Fox  et  al.  2003; 
Husak  et  al.  2006;  but  see  Olsson  1993). 
Most  studies on  lizards  examine predator 
attacks  on  static  painted  models  and, 
therefore,  ignore  potential  compensatory 
antipredatory  b havio .  However,  our 
results  suggest  that  conspicuousness‐
dependent  regulation  of  antipredatory 
behavior  may  explain  the  persistence  of 
brighter signals 
dation risk.  
y  altering  the predation  cost of  sex‐
ual  signals,  conspicuousness‐dependent 
regulation  of  antipredatory  behavior  can 
differentially  influence  the  evolution  of 
honest  sexual  signalling  in  closely  related 
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incrementado  riesgo de depredación, mediada por  la propia  conspi‐
























syntopic snake as a measure of  interest on a chemically‐guided predator. We  found  that 
individual male  lizards  I. monticola with  higher  ‘chemical  sex  appeal’  for  females  also 
showed more interest on scent of chemically‐guided snake predators, suggesting individ‐
ual  compensation  for an  increased predation  risk mediated by  their own  chemical  con‐
spicuousness. We discuss whether behavioral compensation of chemical conspicuousness 







exual  signals  conspicuous  to  con‐
specifics  are  often  also  conspicuous 
to  potential  predators  (Darwin 
1871;  Verrell  1991;  Endler  1992).  Varia‐
tion  in  sexual  conspicuousness  is  usually 
explained  by  a  balance  between  sexual 
selection  and  species  recognition  (via  fe‐
male  choice),  which  usually  favor  con‐
spicuous signals, and natural selection (via 
predator  pressure),  which  favors  cryptic 
individuals (Endler 1978, 1980; Andersson 
1994; Møller  and  Nielsen  1996;  Zuk  and 
Kolluru  1998). However,  predation  expo‐
sure may be  compensated  for by  antipre‐
dator  behavior  (Forsman  and  Appelqvist 
1998; Martín and López 1999b; Losos et al. 
2004;  Cabido  et  al.  2009).  For  instance, 
potential  victims  may  reduce  predation 
risk  by  signaling  in  areas  where  (or  at 
times  when)  detection  by  predators  is 
minimized  (Endler  and  Théry  1996),  or 
switch courtship tactics depending on per‐
ceived  predation  risk  (Endler  1987;  Ma‐
gurran  and  Seghers  1990;  Godin  1995). 
Thus, animals are able to assess predation 
risk  level  and  modify  their  antipredator 
behavior  depending,  for  example,  on mi‐
crohabitat characteristics (e.g., Martín and 
López  1995;  Losos  and  Irschick  1996)  or 
locomotory  abilities  (Braña  1993; Martín 
1996).  
Males with more conspicuous displays 











behavioral  compensation  of  conspicuous‐
ness has been examined in a wide range of 
taxa  using  several  signaling  modalities, 
especially  the  visual  (e.g.,  Forsman  and 
Appelqvist  1998;  Cuadrado  et  al.  2001; 
Cabido et al. 2009) and acoustic ones (e.g., 
Tuttle  and  Ryan  1982;  Ryan  1985;  Et‐
erovick  et  al.  1997;  Hedrick  2000; 
Lewkiewicz and Zuk 2004; Lindström et al. 
2007).  
Chemical  signals  play  an  important 





ing  an  individual’s  presence  and  location 
to predators  (Zuk  and Kolluru 1998; Koi‐
vula  and  Korpimäki  2001;  Rossell  and 
Sanda 2006) and natural  selection  should 
favor incorporating predation risk into the 
decision‐making  process  of  when  and 
where to scent mark (Roberts et al. 2001). 
Some  animals  may  change  their  scent 
marking  behavior  when  they  detect  a 
predator (Roberts et al. 2001; Rossell and 
Sanda  2006).  However,  it  is  unknown 
whether  individual  males  that  produce 
more  conspicuous  chemical  signals  for 
attracting  females  could  compensate  for 
their increased conspicuousness by behav‐
ing  more  cautiously  when  a  chemically‐
guided predator is detected. 
Some  studies  failed  to  provide  any 
evidence  that  animals  decrease  their  fre‐
quency of scent marking  in  the  field or  in 
the laboratory in response to the odor of a 
predator  (Wolff  2004),  which  has  been 
explained because scent marking may have 
greater  benefits  in  terms  of  sexual  selec‐
tion  than  predatory  costs  (Greenfield 
1981; Boake  et  al.  1996; Wolff  2004). An 
alternative explanation might be that indi‐
viduals can modulate antipredatory behav‐
ior  to  compensate  for  their  increased 
chemical  conspicuousness  and,  then,  can 
maintain  their  signaling  frequency.  Thus, 
the goal of this study is to explore whether 
antipredatory  behavior  towards  chemi‐
cally‐guided  predators  may  be  regulated 
according  to  chemical  conspicuousness  in 
a species with chemical sexual signaling. 
Male  lizards  of many  species  possess 
holocrine  epidermal  glands  that,  during 
the  breeding  season,  deliver  secretions 
used  in  intraspecific  communication  (Ma‐
son 1992; Alberts 1992a,b). Both  the pro‐
tein (Alberts et al. 1993) and lipid (Alberts 
1990;  López  and  Martín  2005)  fractions 
can  provide  the  basis  for  chemical  com‐
munication.  For  instance,  secretions  from 
femoral  glands  allow  self‐recognition,  fa‐
miliar discrimination and scent‐marking of 
territories  (Alberts  1993;  Alberts  and 
Werner 1993; Aragón  et  al. 2001). Lizard 
femoral  secretions,  through  both  produc‐
tivity rates and/or the quality of the secre‐
tions, might  also  signal male’s dominance 





The  Cantabrian  rock  lizard  (Iberol‐
acerta monticola;  formerly  Lacerta monti‐
cola  cantabrica)  is  a  small  lacertid  lizard 
found  in  lower mountains (below 1500 m 
asl) and  lowland valleys  in North‐western 
Spain  (Galán  and  Fernández‐Arias  1993; 
Martín 2005), where overlap broadly with 
the  smooth  snake  (Coronella  austriaca),  a 
saurophagous specialist that typically prey 
on  I. monticola and other  lizards  (Rugiero 
et al. 1995; Barbadillo et al. 1997). Preda‐
tors  that  have  coevolved with  their  prey 
exploit  signal  conspicuousness  to  locate 
them  (Zuk  and  Kolluru  1998;  Ryan  et  al. 
1982) and it is well‐established that lizard 
chemical  signals  may  attract  smooth 
snakes  (Coronella  austriaca),  which  use 
them  to  locate  prey  (Amo  et  al.  2004a). 











an  accurate  predator  recognition.  Thus, 
recognition  of  and  interest  on  predator 
odor  by  prey  is  of  adaptive  significance 
because  it  may  reduce  predation  risk 
(Merkens  et  al.  1991;  Amo  et  al.  2004b, 
2005).  
Lizards  use  their  forked  tongues  to 
capture  nearby  molecules  and  deliver 
them to the Jacobson’s organ which is part 
of  the  vomeronasal  system  (Halpern 
1992). Given the sensory mechanism of the 
tongue  and  the  ease of  observing  its pro‐
trusion,  tongue  flicking provides a quanti‐
fiable  indication of an animal’s chemosen‐
sory  investigation  of  a  stimulus  source 
(Cooper  and  Burghardt  1990).  According 
to  this  interpretation,  increased  tongue 








of  an  inoffensive  lizard  species  (Podarcis 
muralis),  and  to  the  scent  of  conspecific 
male  and  female  I.  monticola,  as  control 
measures  of male  general  interest  or  in‐
tensity  of  chemosensory  investigation  of 
any  scent.  To  determine males’  chemical 
and  visual  attractiveness  for  females,  we 
analyzed chemical composition of  femoral 
gland  secretions  of males  and  performed 




pensated behaviorally  their  chemical  con‐
spicuousness, we  predicted  that  TF  rates 
to  the  scent of  the  saurophagous  snake C. 
austriaca, but not  to  the other scent stim‐








tured  by  harmless  noosing  20  recently 
post‐hibernation  emerging  adult  lizards  I. 
monticola (10 males, SVL= 77 ± 2 mm; 10 
females,  SVL=  76  ±  4 mm)  in moist  and 
vegetated  lowland  habitat  at  coastal  val‐
leys  in  Galicia  (43°70’N,  7°98’W;  100  m 
asl). We measured  SVL  and  tail  length  of 
lizards  to  the  nearest  1 mm with  a  ruler, 
and weigh to the nearest 0.01 g. Body con‐
dition was calculated from the residuals of 
the  regression  equation  of  log‐body mass 
on  log‐SVL (Schulte‐Hostedde et al. 2005). 
We  also  counted  the  number  of  shoulder 
blue ocelli on  the  right  and  left  side  (2–4 
counts per animal), which are used as vis‐
ual  sexual  signals.  At  least  two  months 
before  testing,  to  allow  acclimation  to 
laboratory  conditions  and  to  homogenize 
previous recent predation risk experience, 
lizards  were  individually  housed  at  “El 
Ventorrillo”  Field  Station  (Navacerrada, 
Madrid prov.),  in outdoor 60 x 40 cm PVC 
terraria containing rocks for cover. 
We  captured  two  smooth  snakes, 
Coronella austriaca,  in  the  same area, and 
four male wall lizards, Podarcis muralis, in 
the  Guadarrama Mountains,  few  days  be‐
fore  testing, which were housed  in  identi‐
cal  conditions  than  I.  monticola.  Snakes 
were not  fed during  their  captivity  condi‐
tions (less than two weeks). The photope‐
riod and ambient  temperature were  those 
of  the  surrounding  region  and water  and 
mealworm  larvae  dusted  with  multivita‐
min powder were provided ad  libitum  for 
lizards. All lizards and snakes were healthy 










Immediately after  capture  in  the  field, we 
extracted  femoral gland  secretion of male 
I.  monticola  by  pressing  with  forceps 
around  the  femoral  pores.  We  analyzed 
lipophilic  compounds  in  femoral  secre‐
tions by using a ThermoQuest Trace 2000 
gas  chromatograph‐mass  spectrometer 
(GC‐MS)  fitted  with  a  30 m  column  (Su‐
pelco, Equity‐5) (for details of similar ana‐
lytical  procedures  see  López  et  al.  2006). 
Initial  identification  of  compounds  was 
done by comparison of mass spectra in the 
NIST 1998 mass spectral library, and later 
confirmed  with  authentic  standards.  The 
relative  amount  of  each  component  was 
determined as  the percent of  the  total  ion 
current (TIC). Areas of the peaks that rep‐
resented >0.05% relative peak area (which 







We performed  female association  trials  to 
examined  differences  in  female  prefer‐
ences  for chemical or visual signals of dif‐
ferent males.  Female  Iberian  rock  lizards 




on  an  area  scent marked by  a male  or  in 
proximity  to  a male;  see  below) may  be 
used as a measure of female preference for 





tained  the  scents  from  male  lizards  by 
placing  in each male’s cage several absor‐
bent paper  strips  (35x10 cm)  fixed  to  the 
floor, and  left them there  for ten days. Pa‐
pers  were  removed  to  be  placed  in  fe‐
males’  cages  immediately  before  each  ex‐
periment. Each paper  strip was used only 
in one test to avoid contamination.  
For  the  visual  signal  trials, we placed 
two males, which were visually and chemi‐
cally  isolated between  them, on  two small 
cages  (30x20  cm)  contiguous  to  the  fe‐
male’s  cage.  Females  could  see  the  two 
males  through  a plastic wall  that  allowed 
UV  vision  but  that  avoided  perception  of 
chemical stimuli.  
Females’ cages (60x40 cm) had a cen‐
tral  refuge,  two  identical  basking  tiles  at 






cal  trials),  or  placed  each male  in  the  ex‐
perimental cages covered with a small box 
during 5 min  to acclimatized  them before 
trials  started  (for  visual  trials).  Each  fe‐
male was tested over 12 days, once a day, 
with  six different pairs  of males  (or  their 








of  the  cages.  If  a  female  was  located  on 
either  one  of  the  two  papers  (chemical 
trials) or  in  front of one of one of  the  two 
males (visual trials), she was considered as 
having  chosen  temporally  that  particular 
male, whereas  if she was  located  in a non 
specific position  (e.g., central refuges), we 
assumed  that she had made no choice. To 
ensure  that  females were exposed  to both 
males  and  were  aware  of  both  male’s 





for  a  trial  to  be  valid.  This  presumption 
was fulfilled in all tests. At the end of each 
trial,  the  papers  or  the  males  were  re‐
moved and the cage was thoroughly rinsed 
with  clean  water  to  eliminate  odors  of 
precedent trials. 
Males  or  different  papers  from  each 
male were used in several choice tests (be‐
tween  4  and  8)  against  other  males  or 
their  papers,  with  different  females.  We 
calculated  the  average  ‘chemical  attrac‐
tiveness  index’  (Ch‐AI)  or  ‘visual  attrac‐












To  analyze  the  relationships  between 
Ch‐AI  and  proportion  of  chemical  com‐
pounds  in  femoral  secretions  we  used 
stepwise general regression models (GRM) 
(using  Statistica  6.0  software) with  Ch‐AI 
(after  arcsine‐root  transformation  to  en‐
sure  normality)  and  the  relative  propor‐
tions of chemicals  in femoral secretions of 
males  (transformed TIC  areas,  see  above) 
as potential predictors of  the  female pref‐
erence.  Data  normality  was  verified  by 
Shapiro‐Wilk’s  tests, and  tests of homoge‐
neity of variances (Leveane’s test) showed 
that  variances were  not  significantly  het‐
erogeneous after transformation. 
 
Tongue‐flick  measures  of  olfactory 
interest  
 
We  compared  tongue‐flick  rates  by male 
lizards  I. monticola  in  response  to  stimuli 
arising  from  cotton  swabs  impregnated 
with  the  scents  of  (1)  smooth  snake  (C. 
austriaca)  (chemically‐guided  predator), 
(2)  wall  lizard  (P.  muralis)  (lizard  scent 
control),  (3)  deionized  water  (odorless 
control),  (4)  conspecific male  I. monticola 
or (5) conspecific  female  I. monticola. Wa‐
ter was used to gauge baseline tongue‐flick 
rates  in  the  experimental  situation.  We 
prepared stimuli by dipping the cotton tip 
(1 cm) of a wooden applicator attached to 
a  long  stick  (50  cm)  in  deionized  water. 
The  other  stimuli  were  added  by  rolling 
the moistened  cotton  over  the  body  sur‐
face  of  each  stimuli  donor.  A  new  swab 
was  used  in  each  trial.  Every  lizard  was 
exposed  to  each  stimulus  in  counterbal‐
anced order. One  trial was  conducted per 
day  for  each  animal. We  used  groups  of 
five (or  four) males per session with each 
male in the group serving as test male and 
as donor of  secretions  to be presented  to 
another of  the  five (or  four) males.  In  this 
manner,  we  controlled  for  manipulation 
and  collection  of  femoral  secretions  from 
test males before their use in the trials and 
were able  to present stimuli  to  test males 
shortly  after  their  preparation  (thereby 
avoiding  fading of stimuli). During  the  tri‐
als,  male  home  terraria  were  devoid  of 
refuges, water, and food bowls. Trials were 
conducted  in outdoor  conditions between 
1100  and  1500  hours when  lizards were 
fully active.  
To  begin  a  trial,  the  experimenter 
slowly  approached  the  terrarium  and 
slowly moved  the  cotton  swab  to  a  posi‐
tion 1 cm in front of the lizard’s snout. The 
number  of  tongue‐flicks  directed  to  the 




the  swab  (latency  period),  and  the  num‐
bers of TFs directed at the swab (directed 
TFs) and directed elsewhere (non‐directed 
TFs)  during  60  s  counted  from  the  first 








teriori  multiple  comparisons;  Siegel  and 
Castellan, 1988). The relationship between 
total  TFs  directed  to  any  stimuli  and 
chemical or visual  ‘attractiveness  indexes’ 
or  proportion  of  chemical  compounds  in 







Chemical  signals  and  ‘attractiveness 
indexes’ 
 
The  lipophilic  fraction  of  femoral  gland 
secretions  of  individual male  I. monticola 
used in this experiment contained as major 
components  twelve  steroids  (95.50%  of 
TIC  on  average)  and  five  carboxylic  acids 
(2.96%),  but we  also  found  two  alcohols 
(1.15%),  squalene  (0.28%),  and  two  lac‐
tones  (=furanones)  (0.11%).  On  average, 
the  three most  abundant  chemicals were 
three  steroids:  cholesterol  (79.93%), 








with  a  furanone  (dihydro‐5‐tetradecyl‐
2(3H)‐furanone)  in  their  femoral  secre‐




cal  compounds were  not  significantly  re‐
lated with Ch‐AI and were not  included  in 
the  final  model.  Thus  male  I.  monticola 
with  higher  Ch‐AI  had  femoral  secretions 
with relatively higher proportions of hexa‐
decanol and a  furanone. Ch‐AI and  ‘visual 








in  all  conditions.  There  were  significant 
differences  among  treatments  in  the  la‐




cantly  higher  than  to  any  other  stimuli 
(non‐parametric post‐hoc, P < 0.007  in all 
cases),  but  there were  not  significant  dif‐
 
 


























































I. monticola  to chemical stimuli  from an  innocuous  lizard species  (Podarcis muralis), a sympatric chemi‐







between  the  scent of  snake and  the  scent 
of male and female conspecific lizards (P > 
0.21 in all cases). 
There  were  significant  differences 
among  treatments  in  numbers  of  TFs 
(Friedman`s  two‐way ANOVA: χ24 = 33.85, 
N  =  10,  P  <  0.0001;  Figure  1b). Thus,  re‐
sponses  of  males  to  water  were  signifi‐
cantly lower than to all other stimuli (non‐
parametric  post‐hoc  tests,  P  =  0.005),  ex‐
cept  for  the  scent  of  wall  lizards,  which 
approached  significance  (P  =  0.05).  Re‐
sponses  of  male  lizards  to  the  scent  of 
smooth  snakes were  significantly  greater 
than to the scent of conspecific lizards and 
wall  lizards  (P  =  0.005  in  all  cases),  but 
responses  to  conspecific  males  and  fe‐
males were  not  significantly  different  be‐
tween them (P = 0.11).  
TFs  directed  to  the  scent  of  smooth 
snakes  by male  I. monticola were  signifi‐
cantly and positively correlated with  their 
respective  Ch‐AI  (rs  =  0.88,  N  =  10,  P  = 
0.0005;  Figure  2a)  and  with  the  propor‐
tions of hexadecanol and negatively with a 
furanone  in  their  femoral  secretions  (for‐






Chemosensory  responses  to  water,  wall 
lizards  or  conspecifics  were  not  signifi‐
cantly  correlated  with  Ch‐AI,  Vi‐AI,  blue 
ocelli,  condition  or  with  TFs  directed  to 
snakes  (rs  <  0.56,  P  >  0.09  in  all  cases). 
Thus, olfactory  interest of male  lizards  to 
the  scent  of  snakes  was  only  related  to 
their own chemical attractiveness  for con‐
specific  females  (both Ch‐IA and  chemical 
compounds  in  secretions)  but  not  with 
their visual attractiveness  (both Vi‐AI and 
number  of  blue  ocelli).  Moreover,  only 






















































































Figure  2. Relationships  between  the  number  of 
total TFs that male I. monticola directed to 
chemical  stimuli  from  a  chemically‐guided 
snake  predator  (Coronella)  and  a)  the 
‘chemical  attractiveness  indexes’ or b)  the 
relative  proportions  (transformed  TIC  ar‐
eas)  of  hexadecanol  and  dihydro‐5‐




Our  results  showed  that  individual  male 
lizards  I. monticola with  higher  ‘chemical 
sex appeal’  for  females also  showed more 
interest  on  the  scent  of  their  chemically‐





terindividual  differences  in  antipredatory 
strategies  of  male  lizards  mediated  by 
their own  chemical  conspicuousness,  thus 
compensating  for  an  increased  predation 
risk. 
Animals balance increased risk of pre‐
dation  with  the  opportunity  to  perform 
several  reproductively  important  behav‐
iors  (Cooper 1999). An  important  compo‐
nent of antipredator behavior is the ability 
to  detect  and  recognize  predators  (Lima 
and Dill 1990). We found that male I. mon‐
ticola  are  able  to  discriminate  between 
scents from the predatory snake and other 
harmless  lizard  species  or  conspecifics. 
Differential  tongue‐flick  rates  and  shorter 




induced  or mediated by  the  ability  of  the 
prey  to  recognize  chemical  cues  from  the 
predator  (Kats  and  Dill  1998)  and  show 
behavioral  changes  and  specific defensive 
responses (Van Damme et al. 1990; López 




may  increase  prey  survival  probabilities 
(Downes  2002).  According  to  the  threat‐
sensitive  hypothesis  (Helfman  1989), 
natural  selection  should  favor  individuals 
that take action appropriate to the magni‐
tude  of  threat,  which  typically  has  been 
suggested  to  depend  on  predator  charac‐
teristics  or  threat  level  (e.g.,  Amo  et  al. 
2004b; Cabido et al. 2004). However, pre‐
dation  threat may also depend on  interin‐
dividual  variations  in  prey  vulnerability. 
For  example,  Stapley  and  Keogh  (2004) 
showed  that  antipredatory  behaviors  dif‐
fered  between  territorial  and  non‐
territorial male  lizards, which may be due 
to  the different predatory risk suffered by 
each  one  due  to  their  different  activity 
rates.  Amo  et  al.  (2004c)  also  provided 
evidence  that  chemosensory  discrimina‐
tion by  lizards of snake chemicals  is  ther‐
mally  dependent,  and,  thus,  suboptimal 
body  temperatures may  impede a  lizard’s 
ability  to  avoid  snake‐scented  refuges  or 
modified  their  refuge‐use  strategies 
(Martín  and  López  1999a;  Amo  et  al. 
2004c,  2005).  Similarly,  an  increased 
chemical conspicuousness of a male lizard, 
which  may  be  advantageous  in  terms  of 
sexual selection, may also increase the risk 
of  been  preyed  by  chemically‐guided 
predators (Zuk and Kolluru 1998; Koivula 
and  Korpimäki  2001;  Rossell  and  Sanda 
2006) and should be behaviorally compen‐
sated.  In accordance, we  found  that olfac‐
tory  interest  of male  I. monticola  for  the 
scent  of  smooth  snakes  was  correlated 
with  their own  chemical  attractiveness  to 
females  and with  the  compounds  of  their 
chemical  signals  that  were  related  to  at‐
tractiveness.  This  suggests  that  more 
chemically  conspicuous  males  may  have 
different  antipredatory  strategies.  For  in‐
stance,  they  may  pay  more  attention  to 
predator  cues  to  then  behave  more  shy 
(López  et  al.  2005;  Cabido  et  al.  2009), 




specialized  predators  because  predators 
usually exploit sexual signals to locate prey 
(Zuk and Kolluru 1998; Ryan et al. 1982).  
Moreover, we  found  that  the  relative 
proportions  of  chemical  compounds  in 
secretions of males that were related with 
attractiveness  to  females  also  correlated 
with  the  male  interest  on  smooth  snake 
cues.  Thus, male  lizards with more  hexa‐
decanol and less furanone in their femoral 
secretions were more attractive to females, 
showed  higher  dominance  status  (Martín 
et  al.  2007),  and  were  also  those  more 
interested  on  the  snake  cues.  Although  it 
has  been  shown  that  smooth  snakes  use 






snakes  actually  use  the  same  chemicals 
related to attractiveness to locate and prey 
on this lizard, and whether snakes can use 
other  chemicals  to  locate  and  prey  on 
other  lizard  species  having  different 
chemical  compounds  related  to  male  at‐
tractiveness  or  dominance  (Martín  and 
López  2006;  Cabido  et  al.  unpublished 
data). 
Attractiveness  of male  lizards  due  to 
visual signals, which was not related with 
chemically  attractiveness,  or  number  of 
blue ocelli, which are related with shyness 
towards  visual  predators  (Cabido  et  al. 
2009), were  not  related with male  olfac‐
tory  interest  on  scent  of  smooth  snake. 
Therefore, only chemical conspicuousness, 
but  not  visual  one,  correlates  with  re‐
sponse  to  chemically‐guided  predator 
cues. Body condition, which may influence 
antipredatory  behavior  (Martín  1996; 




were  correlated with  chemical  attractive‐
ness.  That  is, males with more  attractive 
chemical  signals did not  respond more  to 
any  chemical  stimuli  due  to  an  enhanced 









phenomena may  occur with  chemical  sig‐
naling. Although the  increased risk of pre‐
dation due to chemical conspicuousness is 
usually  ignored  as  a  cost  of  sexual  selec‐
tion  (Greenfield  1981;  Boake  et  al.  1996; 
Wolff  2004),  predation  risk  has  recently 
been  suggested  as  a  powerful  agent  of 
counter  selection  on  olfactory  signaling 
behavior  (Rosell  and  Sanda  2006).  How‐
ever, behavioral compensation of chemical 




ioral mechanism  that  explains  the  lack  of 
scent  marking  decrease  by  voles  in  re‐
sponse  to  the odor of a predator  found  in 
some  laboratory  and  field  studies  (Wolff 
2004). Behavioral  compensation may also 
explain  that  dominant  male  mice  (Mus 
musculus)  reduce  scent  marking  in  the 
presence of predator cues, whereas subor‐
dinate mice  do  not  (Roberts  et  al.  2001). 
Chemical signals of dominant males might 
be  more  conspicuous  than  subordinates’ 
ones, so behavioral compensation  for pre‐
dation may  be  only  necessary  in  the  for‐
mer. 
On  conclusion,  behavioral  compensa‐
tion of chemical conspicuousness may ex‐
plain  the  persistence  of  conspicuous 
chemical  signals or  scent marking  in  spe‐
cies  that  suffer  high  predation  risk. A  re‐
cent  study  (Oufiero  and  Garland  2007) 




ioral patterns  in  the  face of new environ‐
mental  conditions,  organisms  can  mini‐
mize exposure  to new  selective pressures 
and  retard  evolutionary  change  (Wake  et 
al. 1983; but see Losos et al. 2004). How‐
ever, most  studies  on  chemical mediated 
predation  ignore  potential  compensatory 
antipredatory behavior, which may lead to 
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to pueden determinar  los beneficios directos  y/o  indirectos que  los 
machos proveen a sus parejas y, por tanto, sesgar las preferencias de 
las hembras por diferentes rasgos de las señales de los machos. Así, en 




ble. Hemos  examinado nuestras predicciones  en dos  especies de  la‐







preferencias de  las hembras por  los rasgos de  las señales de  los ma‐
chos,  determinamos  la  respuesta  inmune  de  éstos  y  la  composición 
química de sus secreciones femorales, para comparar, dentro de cada 
especie,  los  patrones  de  asociación  de  las  hembras  con  los  rasgos 
químicos de  los machos relacionados con la dominancia o con la res‐
puesta  inmune. Nuestros  resultados mostraron diferencias entre es‐
pecies  en  el  sistema  de  apareamiento  y  en  las  preferencias  de  las 




















different mating  systems may  determine  the  direct  and/or  indirect  benefits  that males 





ent mating  systems. To estimate between‐species differences  in  the  level of competitive 
intensity  and mating  system, we measured  head  sexual  dimorphism, which  reflects  in‐
trasexual competition, and selected vs. available microhabitat, which reflects spatial dis‐
tribution. To examine between‐species differences  in  female preferences  for male signal 
traits, we determined male  immune response and chemical composition of male  femoral 
gland  secretions,  and  compared, within each  species,  the patterns of  female  association 
with  male  chemical  traits  related  to  dominance  or  to  immune  response.  Our  results 
showed between‐species differences  in  the mating system and  in  female preferences  for 
male  signal  traits.  In  the more  territorial  species,  signal  traits  related  to dominance are 
preferred, whereas signal traits related to  immune response are preferred  in the species 





production  of  offspring  with 
genotypes  that  increase viability 
('good  genes'  or  'viability  genes'),  and/or 
to  the production  of  sons with  genotypes 
that make them more attractive (Fisherian 
traits)  (reviewed  in Kirkpatrick  and Ryan 
1991; Andersson 1994). Although the clas‐
sical sexual selection models (Fisher proc‐
ess,  good  genes  and/or  handicap  and/or 
indirect  benefits  and  direct  benefits),  ex‐
plore how signal content  is established or 
maintained  (Kirkpatrick  and  Ryan  1991; 
Andersson 1994),  the evolutionary causes 
of divergence among closed related species 
in  signal  information  content  are  scarcely 
reported.  Different  mate‐choice  tactics 
may exist  in different species when males 
display  multiple  desirable  features  that 
confer different benefits  to  females under 
variable environmental conditions (Endler 




and  Forsgren  1998;  Wong  and  Candolin 
2005).  
Characters  selected  by male  contests 
are expected  to be  important  cues also  in 
female  choice  because  they  may  signal 
quality  honestly  (Berglund  et  al.  1996). 
The  armament–ornament  model  (Ber‐
glund  et  al.  1996;  reviewed  in Wong  and 






expected  to  “exploit”  signal  traits  used  in 
male–male contests because the reliability 
of  these  traits  is constantly put on  trial  in 
these  contests  and  cannot  be  faked with‐
out  incurring  high  costs.  Indeed,  female 
preference  for  dominant  males  has  been 
found  in  many  species  (e.g.,  Borgia  and 
Coleman 2000; Tarof et al. 2005).  
However,  although  mating  success 
tends  to be skewed  in  favour of dominant 
males, an increasing number of studies are 
showing  that  dominant males  are  not  al‐
ways  preferred  by  females  (Moore  and 
Moore 1999; López et al. 2002; Andersson 
et al. 2002). When signal traits selected by 
male‐male  competition  do  not  reflect 
overall mate quality,  females are expected 





In  this  context, we  hypothesized  that 
different  mating  systems  may  determine 
the  direct  and/or  indirect  benefits  that 
males  can  provide  to  their  mates  and, 
therefore,  drive  female  preferences  for 
either traits related to dominance or other 
traits  of male  signals  related  to  heritable 
genetic quality. These differences in female 
benefits may  lead to the divergence of the 
male  signal  information  content  through 
female mate choice.  
The  Cantabrian  rock  lizard  (Iberol‐
acerta monticola)  and  the Carpetane  rock 
lizard (Iberolacerta cyreni) are two closely 
related and recently  isolated species (Car‐
ranza  et  al.  2004; Martín  2005a,b) which 
may  be  adequate  to  explore  this  topic. 
Chemical  signalling  is  well‐developed  in 
both  species,  where  scent  marks  from 
femoral  gland  secretions  of  males  could 
convey  information  about  social  status 
(Aragón  et  al.  2001; Moreira  et  al.  2006; 
Martín and López 2007; Martín et al. 2007) 
or  about  other  traits  that  indicate  pre‐
sumably heritable genetic quality,  such as 




tions  of  hexadecanol  and  octadecanol 
while  controlling  for  male  body  size 
(Martín  et  al.  2007; Moreira  et  al.  2006). 





higher  proportions  of  ergosterol  and  de‐




provide  refuges  (Martín  and  Salvador 
1997;  see  results) but  there are between‐
species  differences  in  habitat  structure 
(see  results) which are expected  to  result 
in  different  mating  systems.  Variation  in 
mating  systems, when males  do  not  pro‐
vide parental care, arises because of differ‐
ences  in  the  spatial  or  temporal  distribu‐
tion of  resources  (food,  suitable  tempera‐
tures,  refuges),  which will  influence  how 
females  are  distributed  and,  hence,  the 









average  fitness,  signalling  dominance 
could  be  advantageous  (Andersson  1994; 
Olsson  1994)  and  females  may  evolve 
preference  for  male  traits  that  signal 
dominance  (Qvarnström  and  Forsgren 
1998).  In  this situation,  females  that mate 
with  dominant  males  may  gain  direct 
benefits (e.g., Candolin and Voigt 2001) or 
indirect  benefits  if  competitive  ability  is 
heritable  and  their  sons  enjoy  similar 
competitive ability  (e.g., Moore 1990; Ala‐







be  a  lack  of male  territoriality  (e.g.,  Bon‐
drup‐Nielsen  and  Ims  1990),  and  females 
may  not  gain  benefit  if mate  with  domi‐
nant  males  (Wong  and  Candolin  2005; 
Qvarnström  and  Forsgren  1998).  More‐
over, when dominant males  impose direct 
costs on females, such as  increased risk of 
injury  (Le Boeuf  and Mesnick 1991;  Fitze 
et al. 2008) females may prefer traits unre‐
lated to dominance or discriminate against 
dominant  males  (Qvarnström  and  Fors‐
gren 1998). 
Both  species  of  Iberian  rock  lizards 
also  differ  in  mating  season  duration  (I. 




lower  male  home  range  overlap  (Galán 
unpublished  data;  Moreira  et  al.  1998), 
than  I.  cyreni  (220‐328  ind/ha)  (Martín 
and Salvador 1997; Aragón et al. 2004).  
Therefore,  space  distribution,  mating 
season  duration  and  density  differences 
may promote that I. monticola have a more 
territorial  mating  system,  with  higher 
male‐male  competition,  than  I.  cyreni.  In 
this context, we expected  that male domi‐
nance  may  provide  different  benefits  in 
each  species  and  female  preferences  for 
different  signal  traits  (signalling  or  not 
dominance)  may  diverge  between  both 
species  of  Iberian  rock  lizards.  Thus  we 
predict that female I. monticola may prefer 
male traits related to dominance, whereas 
female  I.  cyreni may prefer other  traits of 
male  signals  related  to  heritable  genetic 
quality. 
To  test  this  prediction, we  examined 
between‐species divergence  in spatial dis‐




tion  (Gvozdík  &  VanDamme,  2003),  and 
selected  vs.  available microhabitat, which 
reflects  spatial  distribution.  In  lizards, 
“space distribution”  is mediated by refuge 
availability  (Van  Damme  et  al.  1989: 
Lemos‐Espinal and Ballinger 1995; Martín 
and Salvador 1997) and  thermoregulation 
requirements  (Sorci  et  al.  1996;  Bashey 
and  Dunham  1997).  Large  male  lizards 
may  defend  territories  (only  during  the 
reproductive season)  in areas that are mi‐
cro‐climatically more  suitable  for  females 
than  surrounding  areas  (Wikelski  and 
Trillmich 1997). Thus, refuge and thermo‐
regulatory  appropriate  habitats  should 
predict male  and  female  spatial  distribu‐
tion  in space and  time and may have pro‐
moted different social scenarios. Finally, to 
estimate  between‐species  differences  in 
female  mate  preferences,  we  determined 
male  immune  response  and  the  chemical 
composition  of male  femoral  gland  secre‐
tions  and  compared, within  each  species, 
the  patterns  of  female  association  with 
scent marks of males to explore what type 







Iberian  rock  lizards  are  small  diurnal 
lacertid lizards found mainly in rocky habi‐
tats.  Recent  molecular  studies  and  taxo‐
nomic  revisions  suggest  that  Iberian  rock 
lizards  group  (“Iberolacerta  monticola”) 
comprise  several  closely  related  species 
and  subspecies  that  occupy  different  iso‐
lated  high  mountain  and  some  sea  level 
areas in the Iberian Peninsula (Carranza et 
al. 2004). The Carpetane rock  lizard,  Iber‐




the  Iberian rock  lizard  Iberolacerta monti‐





found  in  lower  mountains  and  lowland 
valleys,  even  at  the  sea  level,  in  North‐
western  Spain,  occupying  a  moist,  more 
vegetated  habitat  (Galán  and  Fernández‐
Arias 1993; Galán 2008). 
During February 2005, we captured by 
harmless  noosing  16  recently  post‐
hibernation emerging adult male  lizards  I. 
cyreni  (snout‐to‐vent  length,  SVL, mean  ± 
SD = 77 ± 3 mm) and 10  females  (78 ± 4 
mm)  in  alpine  habitat  at  the Guadarrama 
Mountains  in  Madrid  (40°77’N,  4°1’W; 
1950 m  asl),  and  17  adult male  lizards  I. 
monticola (77 ± 2 mm) and 10 females (76 
± 4 mm) in more moist and vegetated low‐
land  habitat  at  coastal  valleys  in  Galicia 
(43°70’N,  7°98’W;  100 m  asl). We  calcu‐
lated  the  relative  head  measures  as  the 
residuals from the regression equations of 
head  measures  on  SVL  (both  log  trans‐
formed).  We  performed  general  linear 
models  (GLM)  with  the  relative  head 
measures  to  compare  sexual  head  dimor‐
phism between both species. 
Only  adult  lizards  of  similar  body 
size/age  and with  intact  or  fully  regener‐
ated  tails  were  considered.  Within  each 
locality,  we  captured  lizards  in  different 
places over  large areas  (2 km2)  to ensure 
that  individuals had not been  in previous 
contact, which might affect their responses 
(López  and Martín  2002a). Males  of  both 
species  were  individually  housed  at  “El 
Ventorrillo” Field Station  (Madrid)  in out‐
door  60  x  40  cm  PVC  terraria  containing 
rocks  for cover. Water and mealworm  lar‐
vae  dusted  with  multivitamin  powder 
were  provided  ad  libitum.  Before  testing, 
we assessed female reproductive status by 
palpation  of  oviducts  and  checking  male 






April  between  07:00  and  14:00h  (GMT) 
with consistent sampling effort  in  the  two 
study localities. We recorded microhabitat 





10, 15, 25, 75  and 100  cm. We noted  the 
presence  at  substrate  level  of  grass,  leaf 
litter,  bare  sandy  soil,  small  rocks  (<  25 




using  a  calibrated  stick,  for  grasses  or 
small  herbaceous  semi‐perennial  plants 
(<50 cm height), large woody bushes (Cyti‐
sus  oromediterraneus  and  Juniperus 
comunnis  in  Guadarrama  Mountains,  or 
Cytisus  scoparius  and  Ulex  europaeus  in 
Galicia) or trees (Pinus sylvestris). We also 
noted whether  the  sample point was  in  a 
sunny or  shaded  location,  the presence of 
canopy  tree  cover  above  each  point,  and 
the distance to the nearest potential refuge 





substratum,  vegetation  type  and  sunny 
spots, and the mean distance to the nearest 
refuge; for a similar sampling methodology 
see  Martín  and  Salvador  1997).  To  esti‐
mate  the availability of microhabitats  in a 
large  area  surrounding  that  actually  used 
by  lizards, we used a similar procedure to 




sis  (PCA)  to reduce  the microhabitat vari‐
ables  to a smaller number of  independent 
components.  Only  principal  components 
(PCs)  with  eigenvalues  that  explained 
more  than 5% of  the  total variation were 
retained  for  further analysis. Original data 
(% contacts) were normalized by means of 





vations  for  many  variables,  some  trans‐
formed  data  were  not  normally  distrib‐
uted,  but  otherwise met  the  assumptions 
of a PCA. Deviations from normality do not 
necessarily bias the analysis, as long as the 
distributions  are  reasonably  unskewed 
(Legendre  and  Legendre  1998).  Thus, we 
considered  that  our  transformations  re‐
duced  the  skew  sufficiently  to  minimize 
the  risk  of  bias  in  the  analysis. We  used 
general  linear models  (GLM)  to  compare 
PC  scores describing microhabitat charac‐




available  microhabitats  in  a  non‐random 




species.  Post‐hoc  pairwise  comparisons 
were  planned  using Tukey’s  honestly  sig‐





We  used  the  phytohaemagglutinin  (PHA) 
injection test (a delayed‐type hypersensiv‐
ity  test)  to assess  the T  cell‐mediated  im‐
mune  (CMI)  response  in vivo  (Smits et al. 
1999; Belliure  et  al.  2004). We measured 
with  a  pressure‐sensitive  spessimeter  the 
thickness  (to  the nearest 0.01 mm) of  the 
right hindlimb  foot pad at a marked point 
before and after 24 h of  injecting 0.02 mg 
of  PHA  dissolved  in  0.01  ml  phosphate‐
buffered saline at this point. We calculated 
the  CMI  response  as  the  difference  be‐
tween  pre‐  and  postinjection  thickness 
measures  (Smits  et  al.  1999).  The  only 
appreciable effect of the PHA injection was 
a  slight  swelling of  the  skin, which disap‐
peared  after  48  h.  No  lizard  showed  any 
sign of stress or pain in these tests or dur‐







Immediately after  capture  in  the  field, we 
extracted femoral gland secretion of males 
by pressing with forceps around the femo‐
ral  pores.  We  analyzed  lipophilic  com‐
pounds  in  femoral  secretions  by  using  a 
ThermoQuest  Trace  2000  gas  chromato‐
graph‐mass  spectrometer  (GC‐MS)  fitted 
with  a  30  m  column  (Supelco,  Equity‐5) 
(for details of the analytical procedures see 
López et  al. 2006).  Initial  identification of 
compounds  was  done  by  comparison  of 
mass spectra  in the NIST 1998 mass spec‐
tral  library,  and  later  confirmed with  au‐
thentic  standards. The  relative  amount  of 
each  component  was  determined  as  the 
percent of  the  total  ion  current  (TIC). Ar‐
eas of  the peaks  that represented >0.05% 
relative peak  area  (which  together  repre‐
sent 96.8% of TIC area) were transformed 
following  the  formula of Aitchison  (1986) 
and  used  as  variables  in  a  two  separated 
principal  component  analysis  (PCA)  for 
each  species  (for  similar  analyses  see 
Dietemann et al. 2003; López et al. 2006). 
The PCA for relative proportions of chemi‐
cal  compounds  in  secretions  of  male  I. 
monticola  produced  six  components  that 
together  accounted  for  the  87.5 %  of  the 
variance,  and  the  PCA  for  chemicals  of 
male I. cyreni produced seven components 
that  together accounted  for  the 91.0 % of 







We  perform  female  association  trials 
within  each  species  to  examined  differ‐
ences  in  female  preferences  for  male 





ards  avoid  courtship  by  non‐preferred 
males (López et al. 2003), so  female asso‐




2003;  Martín  and  López  2000a,  2006a; 
Olsson et al. 2003). We used the time that 
females  spent  in  the  scents  of males  as  a 
measure  of  her  preference  for  that male 
(for  a  similar  procedure  see  Martín  and 
López  2000a,  2006a;  López  et  al.  2003; 
Olsson  et  al.  2003).  To  obtain  the  scents 
from male  lizards, we  had  placed  in  each 
cage  several  absorbent  paper  strips 
(35x10 cm) fixed to the floor, and left them 
there  for  ten  days.  Papers were  removed 
to be placed in females’ cages immediately 
before  each  experiment.  Females’  cages 
(60x40 cm) had a central refuge, two iden‐
tical basking tiles at each side, and a water 
water  recipient.  At  the  beginning  of  each 
test  (07.00  hours  GMT),  when  females 
were  still  inactive,  we  fixed  with  fresh 




different  pairs  of  previously  unknown 
males. The males  tested and  the positions 








of  the  cages.  If  a  female  was  located  on 










































we  assumed  that  she had made no  choice. 
To  ensure  that  females  were  exposed  to 
both males’  tiles  and were  aware  of  both 
male’s  stimuli,  at  least  one  recording  in 
each male’s  section were  considered  nec‐
essary for a trial to be valid. This presump‐
tion was  fulfilled  in all tests. At the end of 
each  trial,  the  papers were  removed  and 
the cage was thoroughly rinsed with clean 
water  to  eliminate  odours  of  precedent 
trials. 
Different papers from each male were 




paper  scent  marked  by  each  individual 
male (time on paper of each male / time on 
papers of both males). We also  calculated 
the average  ‘attractiveness  index’  for each 
individual male  from  the  scores  obtained 
in  all his  tests:    the paper  on which  a  fe‐
male  spent  greater  than 60%  of her  time 
(excluding time in the no choice area) was 
designed  as  the  preferred  paper  in  that 
trial, and we gave a score of 1  to  the pre‐
ferred male and 0 to the other male. When 




To  examine  species  differences  in  fe‐
male  preferences  for  characteristics  of 
males  chemical  signals,  we  used,  within 
each  species,  general  regression  models 
(GRM) (using Statistica 6.0 software) with 
both,  the  relative  time  that  females  spent 
on  the papers scent marked by males and 
male  ‘attractiveness  index’  (log‐transfor‐
med),  and  the  principal  components  (PC) 
resulting from the PCA for relative propor‐
tions of chemicals  in femoral secretions of 
males  (see  above)  as  potential  predictors 
of  the  female  preference.  Data  normality 
was  verified  by  Shapiro‐Wilk’s  tests,  and 
tests  of  homogeneity  of  variances 
(Leveane’s  test)  showed  that  variances 
were not significantly heterogeneous after 
transformation.  To  decide what  variables 
best predicted female preference, we used 
a  “best‐subsets”  approach  in  conjunction 
with stepwise methods (Neter et al. 1985). 
We chose the most parsimonious model as 
having  the  lowest Akaïke  information  cri‐
terion  (AIC),  and  we  checked  its  coinci‐
dence with  the  equivalent  stepwise  solu‐
tion. Residuals from the final models were 
normally  distributed  (Grafen  and  Hails 
2002). Finally, we used  linear  regressions 
to assess within each species  the relation‐
ships  between  the  immune  response  of 
males  (log‐transformed)  and  female  pref‐







Relative  head  length  was  significantly 
greater in males than in females in the two 
lizard  species  (F1,64  =  572.3,  P  <  0.0001; 
adjusted model, R2 = 0.89, F3,64 = 197.6, P < 
0.0001)  but  the  degree  of  sexual  dimor‐
phism in head length was greater in I. mon‐
ticola  than  in  I.  cyreni  (interaction: F1,64 = 
5.2,  P  =  0.02).  Relative  head  width  and 











The  PCA  for  microhabitats  available  and 
those used by lizards produced six compo‐
nents  that  together  accounted  for  the 









tat  points  (available  vs.  used  by  lizards; 
Wilks’ λ = 0.70, F6,131 = 9.15, P < 0.0001) 




tween  species  and  type  of  point was  sig‐
nificant  (Wilks’ λ = 0.82, F6,131 = 4.56, P < 
0.0001).  The  general  model  showed  sig‐
nificant  overall  differences  between  spe‐
cies  for PC‐2  (adjusted R2 = 0.70, F7,136   = 
50.74,  P  <  0.0001),  PC‐4  (adjusted  R2  = 
0.09,  F7,136    =  3.09,  P  =  0.004)  and  PC‐6 
(adjusted  R2  =  0.18,  F7,136    =  5.52,  P  < 






































































tween  species  in  characteristics  of  avail‐








ure 1a)  and more  cover  of  grass  and  leaf 
litter  (PC‐6;  Figure  1c).  Similarly,  there 
were  significant  differences  between  spe‐
cies in the PC‐2 (P < 0.0001) and PC‐3 (P = 
0.03)  scores  of microhabitat  used  by  liz‐
ards.  Thus,  I.  cyreni  used  microhabitats 
with  higher  cover  of  small  and  medium 
rocks, many crevices, and closer to refuges, 
whereas  I.  monticola  used  microhabitats 
with higher cover of rocky outcrops, small 
plants  and  grass  (PC‐2;  Figure  1a),  and 
with  taller grass (PC‐3; Figure 1b). There‐
fore, microhabitats  available  and  selected 
by  both  lizard  species  differed  in  refuge 








in  PC‐2  and  PC‐6  scores  (P  <  0.0001  in 
both cases). Thus, microhabitat availability 
and  microhabitat  preferences  corre‐
sponded  in  I.  cyreni, whereas  I. monticola 
selected microhabitats with  less  cover  of 
tall  woody  bushes,  more  small  and  me‐
dium  rocks  and  closer  to  refuges  (PC‐2; 
Figure 1a) and with  less cover of grass or 








The  lipophilic  fraction  of  femoral  gland 
secretions of individual male I. cyreni and I. 
monticola  used  in  this  experiment  were 
similar  in  that  both  species  had  as major 
components  steroids  (96.5%  of  TIC  on 
average) and carboxylic acids (3.4 %), but 
we  also  found  alcohols,  squalene  and  lac‐
tones (Table 1). On average, the three most 
abundant  chemicals  were  cholesterol 
(84.4%),  campesterol  (5.8%),  and  sitos‐
terol  (2.0%).  However,  there  were  some 




tified  steroid,  a  lactone,  and  especially 
hexadecanol,  which  was  found  in  appre‐
ciable  quantities  (1.1%)  in  this  species, 
while  ergosta‐5,22‐dien‐3‐ol  was  only 
found  in  I. cyreni (Table 1). Moreover,  the 
comparison  of  relative proportions  of  the 
18  shared  compounds  (transformed  TIC 
areas)  showed  significant  differences  be‐
tween species (MANOVA, Wilks’ λ = 0.048, 
F18,21 = 23.31, P < 0.0001), which were ex‐
plained because  I.  cyreni had  significantly 
higher  proportions  of  cholesterol  (pro‐
tected  one‐way  ANOVA  with  significance 
level  adjusted  for  multiple  comparisons, 
F1,38  =  66.82,  P  <  0.0001)  and  squalene 
(F1,38  =  9.29,  P  =  0.004),  and  significantly 
lower  proportions  of  ergosterol  (F1,38  = 
11.54,  P  =  0.002)  and  4,4‐dimethyl‐





‘Attractiveness  indexes’  (AI)  of  male  I. 
monticola were significantly and positively 
correlated  with  PC‐1  resulting  from  the 
PCA  for  relative  proportions  of  chemicals 





with AI and were not  included  in the  final 
model.  Thus,  according  to  correlations  of 
chemical compounds with  the PCs, male  I. 
monticola with  higher AI  had  femoral  se‐
cretions with relatively higher proportions 
of hexadecanol,  four  steroids  (cholesterol, 
cholestan‐3‐one,  campesterol  and  sitos‐
terol) and two fatty acids (dodecanoic and 
hexadecanoic  acids)  (PC‐1)  (Figure  2a), 
and with  higher  proportions  of  octadeca‐
nol  (PC‐5)  (Figure 2b). A  similar analyses 
considering time spent by  female I. monti‐
cola’  on  paper  strips  scent  marked  by 
these males showed similar results (R2model 
= 0.45, F2,14 = 5.78, P = 0.01; PC‐1: β = ‐0.47, 
t =  ‐2.41, P = 0.029; PC‐5:  β =  ‐0.47,  t =  ‐
2.39, P = 0.031). 
‘Attractiveness  indexes’  of  male  I. 
cyreni  were  significantly  and  positively 
correlated  with  PC‐5  resulting  from  the 
PCA  for  relative  proportions  of  chemicals 
in  their  femoral  secretions  (R2model = 0.43, 
F2,13 = 4.96, P = 0.024; PC‐5: β = ‐0.49, t = ‐
2.35,  P  =  0.034).  PC‐4  approximated  sig‐
nificantly (β = 0.43, t = 2.09, P = 0.055) and 
all other PCs were not significantly related 
with AI and were not  included  in the  final 
model.  Thus,  according  to  correlations  of 
chemical compounds with  the PCs, male  I. 
cyreni with  higher  AI  had  femoral  secre‐
tions with more ergosterol  (PC‐5)  (Figure 
2c),  more  dehydrocholesterol  and  less 
squalene (PC‐4) (Figure 2d). However, the 
analyses of  time  spent by  female  I.  cyreni 
on paper strips scent marked by males did 






0.62,  F1,15  =  9.57,  P  =  0.007;  I.  cyreni:  r  = 
0.55, F1,14 = 6.14, P = 0.026)  (Figure 3) or 











Both  male–male  competition  and  female 
choice  have  been  subject  to  considerable 
research, and understanding of both proc‐
esses  is well developed. By contrast,  their 
interaction  has  received  little  attention 
and  is poorly understood (but see Fitze et 
al. 2008). Recent studies suggest that cau‐
tion  should be  exercised before  assuming 
that  traits selected  in male–male competi‐
tion  are  also  preferred  by  females  (re‐
viewed in Qvarnström and Forsgren 1998; 
Wong  and  Candolin  2005).  However,  to 
our  knowledge,  our  study  is  the  first  to 
examine  whether  females  of  two  closed 
related  species  showed  preferences  for 
male  signal  traits with  different  informa‐
tion content.  
Our results are  in agreement with the 
hypothesis  that  male  secondary  sexual 
characters  both  function  in  male–male 
competition and as cues  for  female choice 
























































































IBERIAN ROCK LIZARD (I. monticola)


















































Head dimorphism  is higher  in  I. monticola 
than in I. cyreni, which suggests that male‐ 
male competition  is higher  in  I. monticola. 
Sexual  dimorphism  has  been  used widely 
as an  indirect measure of sexual selection 
(e.g.,  Ord  et  al.,  2001)  because  there  is 
strong  empirical  evidence  that  sexual  di‐
morphism  often  results  from  competition 
over mates  and  other  resources  (Anders‐
son, 1994). Comparative studies have also 
demonstrated associations between sexual 
dimorphism  and mating  system  (Figerola 
&  Green,  2001),  population  density 
(Stamps et al., 1997) and territoriality (Cox 
et al., 2003). In lizards, sexual dimorphism 
in  both  body  and  head  size  has  been 
shown  to  be  primarily  the  result  of  in‐
trasexual  selection  (Vitt  &  Cooper,  1985; 
Braña, 1996; Herrel et al., 1999; Gvozdík & 
VanDamme, 2003). 
Microhabitat  availability  and  micro‐
habitat  preferences  corresponded  in  I. 
cyreni, but not in I. monticola. Both Iberian 
rock  lizard  species  selected microhabitats 
closed  to  rocks  to  thermoregulate  and  to 




uges  than  in  the  habitat  of  I.  monticola, 
which  has  more  cover  of  grass  and  tall 
bushes (i.e.  less appropriate areas to ther‐
moregulate).  Therefore,  the  available  ap‐
propriate  habitats  for male  and  female  I. 
monticola were  scarcer  than  for  I.  cyreni, 
and  hence  may  be  more  intensively  de‐
fended  by  territorial  I.  monticola  males. 
Different  levels  of  resource  availability  in 
different  areas  are  likely  to  affect  the po‐
tential  reproductive  rates  of  both  sexes 
(Ahnesjö  et  al.  2001)  and  hence  the 
mechanisms  of  sexual  selection  (Lind‐
ström  2001).  Some  recent  theoretical 
models  suggest a  role  for  the  influence of 
habitat  in  the use  and  success  of  alterna‐
tive male mating tactics (Hazel et al. 2004). 




ences  in  head  dimorphism  and  habitat 
resources availability (i.e. refuges) suggest 
that  I. monticola may  be more  territorial 
than  I.  cyreni,  and  signalling  dominance 
may be advantageous for male I. monticola 
that need to defend the scarcer better ter‐
ritories  available  in  their  habitat.  More‐
over, male  I.  cyreni  face very different  se‐
lective pressures than I. monticola, because 
experience  reduced  opportunities  for 
thermoregulation  and  activity,  but  can 
reach high population densities as a result 
of seasonal peaks in productivity and/or a 
scarcity  of  competitors  or  predators.  Lar‐
ger/older  male  I.  cyreni  are  more  active 
and dominant over smaller/younger ones, 
and  there  is extensive overlapping among 
male  home  ranges  (Aragón  et  al.  2004). 
This mating system would allow the coex‐
istence of alternative mating strategies, as 
suggested  by  the  successful  matings  ob‐
tained by putative  ‘‘transients’’ and by the 





We  found  that  female  I.  monticola  pre‐
ferred  to  associate  with  male  chemical 
signals with  relatively  higher  proportions 
of  chemicals  signalling  dominance  in  this 
species  (i.e. hexadecanol and octadecanol; 
Martín  et  al.  2007),  whereas  female  I. 
cyreni  did  not  show  preference  for  male 
chemicals  signals with higher proportions 
of  chemicals  related  to  dominance  (i.e. 
cholesterol; Martín  and  López  2007),  but 
did prefer male chemicals related with the 
immune  system  quality  (i.e.  dehydrocho‐
lesterol  and  ergosterol; Martín  and López 
2006a).  In  territorial  species,  successful 
males with  large  armaments may  have  a 
higher  reproductive  success as a  result of 










talo  et  al.  1991).  Male‐male  competition 
could  increase  the  honesty  of  signalling 
and,  thus,  facilitate  female  choice  (Ber‐
glund et al. 1996). In these species, females 
that mate with  dominant males may  gain 
direct  benefits  from  male  defended  re‐
sources (Candolin and Voigt 2001) or indi‐
rect benefits  if  competitive ability  is heri‐
table and her  sons enjoy  similar  competi‐
tive ability (e.g. Moore 1990; Alatalo et al. 
1991).  Indeed,  some  studies  have  shown 
that  the  size  of  male  secondary  sexual 
characters,  used  in  both male–male  com‐
petition  and  female  choice,  can  predict 
offspring  survival  (Jennions  and  Petrie 
1997; Sheldon et al. 1997). However, sev‐
eral experimental studies have shown that 
females  seem  to  base  their  mate  choice 
mainly  on  the  quality  of  the  territory  or 
nest site rather than on male traits (Alatalo 
et  al.  1986;  Hews  1990).  Then  although 
female  attraction  to  essential  resources 
could  be  the  reason  why males  compete 
for  access  to  such  resources, male  domi‐
nance per se does not need necessarily be 
used as an important cue in female choice. 
On  the  contrary,  our  study  showed  that 
females  may  be  attracted  to  dominant 
males based exclusively on male chemical 





ies  with  environmental  conditions.  Inter‐
specific differences  in mating  system may 
promote different mating  costs  and bene‐
fits  to  females  and  dominance might  not 
always  be  a  reliable  indicator  of  high  ge‐
netically determined viability. In less terri‐
torial  species,  male  dominance  does  not 
predict  mate  quality,  and  there  may  be 
fitness  costs  associated  with  choosing  a 
dominant male (Qvarnström and Forsgren 
1998, Holland  and Rice 1999).  For  exam‐
ple,  in  lizards,  dominance  related  traits 
such  as  aggression  and  fighting  ability 
could  have  negative  effects  on  female  fit‐
ness  and  reproductive  success,  such  as 
increased  risk  of  injury  when  density  is 
high (Fitze et al. 2008). In the  less territo‐
rial species, density is high (220‐328 ej/ha, 
Martín  and  Salvador  1997)  so male  har‐
assment is expected to be high, too. Thus, if 
the interaction between males and females 
does  not  lead  to  a  genetic  covariance  be‐
tween male dominance and female prefer‐
ences,  females  are  expected  to  evolve  re‐
sistance to male coercion, in an attempt to 
minimize  the direct costs suffered  (Kokko 
2005)  and  prefer  other male  traits  unre‐
lated  to  dominance.  On  concordance,  our 
results  showed  that  female  I.  cyreni  pre‐
ferred  to  associate  to male  chemical  sig‐
nals with traits unrelated with dominance. 
Interestingly,  in male  I.  cyreni,  reproduc‐
tive  investment  in  morphological  traits 
that  confer  dominance  (i.e.  head  size) 
might  lead to a  low probability of survival 
by  decreasing  investment  in  other  traits 
that  affect  locomotor  performance  (i.e. 
limb  symmetry)  (López  and  Martín 
2002b).  Moreover,  more  active  males 
gained access to more females by overlap‐
ping  home  ranges  of  a  larger  number  of 
females (Aragón et al. 2001) and reproduc‐
tive  success  of male  I.  cyreni  is  explained 
by  activity  level  but  not  by  dominance 
(Salvador et al. 2008). The physical condi‐
tion of males, which may enable them to be 
more  active  and  search more  intensively 
for receptive females (Hofmann and Henle 





the  explosive  nature  of  the  breeding  sea‐
son  in  montane  environments  (only  2–3 
weeks),  may  also  increase  male  fitness. 
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Fig. 3 Relationships between male  ‘attractiveness  index’ and T‐cell mediated  immune response (CMI) of 
males (a) I. monticola or (b) male I. cyreni.  
 
female  I.  cyreni may not obtain higher  fit‐
ness,  but may  be  advantageous  to  prefer 
other  male  signal  traits  which  honesty 
signalling  male  quality  (for  example,  im‐
mune response). Thus, female I. cyreni may 
obtain  indirect  benefits  selecting  males 
with  a  better  immune  system  and  hence 
better  physical  condition  and  longer  life 
span  if male  reproductive  success  is heri‐
table. 
Although  females  of  both  species  of 
Iberian  rock  lizards  seem  to use different 
signal  traits  with  different  information 
content  to  select mates, both  species pre‐
fer  to  associate  to  chemical  signals  of 
males  with  a  better  immune  response, 
which may  reflect male  quality. This  sug‐
gests  that  different  mechanisms  are  in‐
volved to ensure honesty signalling in each 
species.  For  signals  to  reflect  accurately 
the desired fitness gains to females, theory 
suggests  that  they must  be  costly  to  pro‐
duce  or  maintain  (honest)  so  that  low‐
quality males  cannot  express  as  exagger‐
ated  signals as high‐quality males  (Zahavi 
1975).  In  the  species  that  uses  the  same 
trait to signal fighting ability and to attract 
mates  (I.  monticola),  male‐male  competi‐
tion  could operate  as  an  additional  factor 
to  ensure  honest  signalling  of  condition 
since  faking  quality  in  a  competitive  set‐
ting  could  potentially  be  quite  costly  if 
condition is subsequently put to the test in 
a  fight  (Berglund  et  al.  1996).  Success  in 
male  contests depends  on male  condition 
and  overall  health  in  I. monticola  (Martín 
et al. 2007), so dominant males may have 
better  immune  system. Thus,  competition 
can  actually  facilitate  female  choice  by 
ensuring  that  traits which  simultaneously 
reflect dominance  and  fitness  gains  to  fe‐
males  are  signalled  honestly  in  I.  monti‐
cola.  I.  monticola  female  associated  to 
chemical  signals  of  dominant males,  indi‐
rectly  selected males with better  immune 
system, reflecting male quality. 
If  fighting  ability  does  not  reflect  the 
benefits  that  female  I.  cyreni  seek,  other 
mechanisms  may  be  involved  in  ensure 
honesty  of  preferred  male  signal  traits. 
Previous studies showed  that  the steroids 
implicated  in  female  I.  cyreni  preferences 
for  male  chemical  signals  are  important 
keys  in many metabolism  routes  as  pre‐
cursors of signalling molecules with potent 
biological  activity  (Martín  and  López 
2006b). Dehydrocholesterol is a precursor 
for  vitamin  D3,  and  is  often  found  in  the 
skin, where  it will  transform  into  vitamin 









terol  (Hay  and Watson  1977).  Allocating 
dehydrocholesterol  (=  provitamin  D3)  to 
femoral  secretions male  lizards will  need 
to  divert  vitamin  D3  from  metabolism 
(Martín and López 2006b), whereas ergos‐
terol  in  secretions  might  be  directly  re‐
lated  to  the  amount  of  vitamin  D2  that  a 
lizard  has  been  able  to  acquire  from  the 
diet. Thus, variations of these chemicals in 
male chemical  signals might be costly, es‐
pecially  for  low‐quality  individuals  (e.g. 
those  with  a  worse  health  state  or  less 
symmetric)  that would not be able  to ob‐
tain  from  the  diet  enough  vitamin  D 
(Martín  and  López  2006b).  Moreover, 
other studies show that individual I. cyreni 
lizards with a worse health state are shyer 
and  hide  for  longer  in  refuges  after  a 
predator approach (López et al. 2005), and 
that  ‘inferior’  subordinate males were  ac‐
tive  for  less  time  during  the  day  (Martín 
and  López  2000b).  Therefore,  these  pre‐
sumably  low‐quality  individuals  would 
have  less  time  available  for  foraging  and 
acquiring vitamin D from the diet and also 
for  looking  for  females,  reducing  their  re‐
productive  success  (Salvador  et al. 2008). 
Then, by preferring male chemical  signals 
with higher proportions of dehydrocholes‐
terol  and  ergosterol,  female  I.  cyreni may 
increase  the  probability  of  mating  with 







ent  male  traits.  Moreover,  differences  in 
the mating  system may  promote  that  dif‐
ferent mechanisms are  implicated  in hon‐
esty of male signals (Endler 1993). Little is 
known  about  correlational  female mating 
preferences  and  signal  information  con‐
tent,  but  testing  for  such  preferences  is 
essential  for  understanding  both  the  na‐
ture  of  female  preferences  and  how  they 
affect  the evolution of male signals. Signal 
design depends on environment character‐
istics  (Endler  1992),  but  environment  in‐
cludes  both  social  and  physical  environ‐
ment. Hence,  social  environment,  such  as 
mating  system, may  also  drive  signal  de‐
sign and between‐species divergence. This 
hypothesis would  typically be approached 
with  a  broad  phylogenetic  comparison 
investigating  how  females  from  different 
populations  or  closed  related  species 
weigh  different  traits  and  whether  their 
relative  importance  varies  with  mating 
system. Such  studies will provide new  in‐
sights  not  only  into  the  evolution  of  the 
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used by adult  lizards  I. monticola and  I.  cyreni. Bold values are  significant at 
P<0.0001. 
  PC‐1  PC‐2  PC‐3  PC‐4  PC‐5  PC‐6 
             
Cover             
Small rocks  0.07  ‐0.72  ‐0.13  0.25  ‐0.02  0.00 
Medium rocks  0.12  ‐0.79  0.13  0.16  0.07  ‐0.18 
Large rocks  0.07  0.16  ‐0.02  ‐0.90  ‐0.20  0.02 
Rocky outcrops  0.11  0.78  ‐0.05  0.31  0.04  ‐0.10 
Bare sandy soil  ‐0.04  0.01  ‐0.01  ‐0.13  0.06  0.77 
Grass  ‐0.33  0.46  0.12  0.37  ‐0.24  0.43 
Leaf litter  ‐0.39  0.08  ‐0.03  0.07  0.69  ‐0.06 
Canopy tree  0.05  ‐0.17  0.14  0.12  0.81  0.23 
Sunny locations  0.33  ‐0.03  0.04  0.00  ‐0.65  0.24 
Grass contacts             
5 cm  ‐0.18  0.09  0.35  0.42  ‐0.13  0.65 
10 cm  0.08  0.12  0.66  0.09  0.13  0.52 
25 cm  ‐0.01  ‐0.20  0.84  ‐0.03  0.19  0.20 
50 cm  0.03  0.06  0.81  0.01  ‐0.16  ‐0.21 
Bush contatcts             
5 cm  ‐0.92  ‐0.06  0.02  0.01  0.14  0.06 
10 cm  ‐0.95  ‐0.04  0.00  0.09  0.09  0.06 
25 cm  ‐0.95  0.02  ‐0.09  0.10  0.08  0.00 
50 cm  ‐0.68  0.39  0.01  ‐0.13  0.31  ‐0.05 
75 cm  ‐0.48  0.46  0.11  ‐0.35  0.33  0.09 
100 cm  ‐0.42  0.44  0.11  ‐0.35  0.34  0.12 
Distance to refuge  0.16  0.58  ‐0.12  ‐0.05  ‐0.17  0.54 
             
Eigenvalue  4.4825  3.0726  2.5521  1.6015  1.3551  1.1574 
% Total variance  23.592  16.171  13.432  8.429  7.132  6.091 























de  los machos  locales puede causar un  fuerte aislamiento precópula. 
Dado que las presiones de la selección pueden variar geográficamen‐
te,  pueden  aparecer  patrones  complejos  cuando  la  asociación  entre 
preferencias y señales sexuales se considera tanto entre poblaciones, 
como dentro de las mismas. El objetivo de este estudio ha sido explo‐





en  las  señales  químicas  de  los machos  y  en  las  preferencias  de  las 
hembras, lo que podría llevar a un aislamiento reproductivo. Nuestros 
resultados mostraron variación entre poblaciones en  las señales quí‐
micas de  los machos y en  las preferencias de  las hembras. Las hem‐
bras prefirieron asociarse con las señales químicas de los machos con 





bras. Es más,  las hembras prefirieron asociarse con  los olores de  los 
machos simpátricos, lo que parece estar determinado por las diferen‐



















which might  lead  to reproductive  isolation. We  found variation  in male chemical signals 











nderstanding  the  variation  be‐
tween  populations  in male  sexual 
signals  and  female  preferences  is 
crucial to theories concerning the origin of 
sexual  isolation  by  sexual  selection  or 
other  processes.  Closed  related  species 
differ most  in  traits  involved with mating 
success  rather  than  any  species,  so  the 
evolutionary  diversification  of  many  ani‐
mal taxa may be facilitated by geographical 
variation  in  mating  signals  (West‐
Eberhard  1983;  Endler  1992;  Wells  and 
Henry  1998;  Foster  1999;  Coyne  and Orr 
2004). Sexual selection has a reputation as 
a  major  cause  of  speciation,  one  of  the 
most  potent  forces  driving  reproductive 
isolation  (Ritchie 2007). However,  a  criti‐
cal  component  of  models  of  speciation 
based on sexual selection is that reproduc‐
tive isolation results when both male mat‐
ing  signals  and  female  preferences  co‐
evolve  within  populations;  evolutionary 
changes  that  involve only one  component 
will  not  lead  to  isolation  and  speciation 
(Ritchie  2000;  Boughman  2001).  Some 
studies emphasize the role of genetic drift 
(Coyne and Orr 2004), stochastic variation 
(Schluter  2000)  or  reinforcement  (Coyne 
and  Orr  1997).  However,  most  of  these 
studies  deal  with  already  well  differenti‐
ated  species.  Comparison  of  preferences 
with signal traits for closely related species 






exerted  by  preferences.  If  there  is  suffi‐
cient  variation,  assortative  mating  is  ex‐
pected  to  generate  a  positive  covariance 
between important male mating traits and 
female  preferences  within  populations, 
and  coevolution  between  these  traits  can 
lead to the divergence of mate recognition 
systems  between  populations  and, 
thereby,  cause  sexual  isolation  and  speci‐









conditions  that  can  influence  the  strength 
or  direction  of  sexual  selection  (Endler 
1992).  Thus,  complex  patterns  may 
emerge  when  the  association  between 
preferences  and mating  signals  is  consid‐
ered both within and among populations.  
Iberian  rock  lizards  comprise  several 
closely related species and subspecies that 
occupy  different  isolated  high  mountain 
areas  in  the  Iberian Peninsula (Mayer and 
Arribas 2003; Carranza et al. 2004). In the 
Guadarrama  Mountains  (Central  Spain), 
Iberolacerta cyreni (formerly Lacerta mon‐
ticola  cyreni)  is  restricted  to  open  rocky 
habitats above 1700 m altitude. Mountain 
topography and historical climatic changes 
have  led  to different  isolated populations, 
which  are  geographically  close  but  sepa‐
rated by the presence at lower altitudes of 
surrounding pine forests where this lizard 
does  not  occur.  This  fragmented  popula‐
tion system provides  isolated  lizard popu‐
lations  that  differ  in  altitude  and  orienta‐




nition  may  be  especially  important  in 
speciation  processes  (Cooper  and  Vitt 
1987; Shine et al. 2002; LeMaster and Ma‐
son 2003). Chemical signaling is also well‐
developed  in  this  species,  where  scent 
marks  from  femoral  gland  secretions  of 
males  indicate  individual quality and con‐
vey  information  about  social  status 
(Aragón  et  al.  2001;  López  et  al.  2006; 
Martín  and  López  2007)  or  about  traits 
used  by  females  in  mate  choice  (Martín 
and  López  2000,  2006a,c;  López  et  al. 
2002,  2003).  Chemical  signals  are  impor‐
tant  for  species  recognition  in many  taxa 
and,  like  other  signals  favored  by  sexual 
selection, they may play important roles in 
speciation  (Phelan  and  Baker  1987; 
McLennan  and  Ryan  1999; Wyatt  2003). 
Although  the  topic of chemical signals dif‐
ferentiation and its potential role in repro‐
ductive  isolation  and  allopatric  speciation 
is  one  of  high  interest  in  evolutionary 
ecology,  very  few  studies  have  addressed 
this  issue  in  lizards  (Martin  and  López 
2006b).  
We  hypothesized  that  isolation  and 
environment  differences  between  two 
isolated  populations  of  I.  cyreni  lizards 
may promote signal divergence. The aim of 
this  study  is  to  explore  whether  signal 
divergence  may  affect  to  female 
preferences  and  signal  indication  of 
individual  quality  (measured  as  the 
immune response) and the implications on 
sexual  isolation  and  eventual  speciation 
processes.  Firstly  we  analyzed  chemical 
signal  composition  and  looked  for 
correlations  between  female  preferences 
and  male  signal  traits  with  laboratory 
association  trials.  If  female  preferences 
coevolve with male signals,  it may  lead  to 
an  eventual  sexual  isolation  process. 
However,  the evolutionary  impact of  such 
geographical  variation  of  male  mating 
signals may  depend  critically  on  patterns 
of male  signal  perception  and  population 
discrimination  by  females.  If  females  I. 
cyreni  discriminate  among  geographical 
signal  variations,  then  gene  flow  can  be 
reduced  (Wells  and  Henry  1998;  Irwin 
2000).  Secondly we  conducted  female  as‐






differences  in males’  chemical  signal may 
be  discriminated  by  females  from  both 
populations. 
Sexual selection may  lead  to variation 
in  signal  traits  without  leading  to  speci‐
ation,  for example where  signal  transmis‐
sion  evolves  to maximize  detectability  in 
different environments through a  ‘sensory 
drive’  process  (Endler  and  Basolo  1998). 
However, where  sexual  selection by mate 
choice  has  exerted  a  dominant  influence 
on  the  evolution  of  mating  signals,  we 
should  expect  an  interpopulation  correla‐
tion between preferences and signal traits 
under  standardized  environmental  condi‐
tions in the laboratory. Aside from sensory 
drive  processes,  geographical  variation  of 
female preferences  is expected from other 
kinds  of  mate‐choice  models  such  us 
Fisher’s  runaway process,  indirect‐benefit 
selection  or  indication  models  (‘good 
genes’,  handicap  models)  and  direct‐
benefit  selection  (parental  care,  nuptial 
gifts) (Endler and Basolo 1998). There are 
not  direct‐benefits  in  lizards,  but  several 
studies  show  the  existence  of  indirect‐
benefit selection in I. cyreni lizards (Martín 
and  López  2000,  2006a,c;  López  et  al. 
2002,  2003).  Previous  studies  show  that 
female I. cyreni preferred to associate with 
chemical  signals  of males with  better  im‐
mune  response  (CMI)  (Martín  and  López 
2006a).  In  spite  of  the  signal  population 
divergence,  male  signals  should  still  be 
functionally significant  in mate choice and 
female  preferences  should  coevolve  with 
them.  Then,  thirdly we  explored whether 
female  I. cyreni prefer  to mate with males 









12  adult male  and 18  female  I.  cyreni  liz‐
ards at the lower part of ‘Montón de Trigo’ 
(40°48’N, 4°4’W; 1950 m altitude), and 11 
adult  male  and  18  female  at  “Cueva” 
(40°47’N,  4°1’W;  1750  m  altitude);  two 
localities  in  the  Guadarrama  Mountains. 





Within  each  population, we  captured  liz‐
ards in different places over large areas (5 
km2)  to  ensure  that  individuals  had  not 
been  in previous  contact, which might af‐
fect  their  responses  (López  and  Martín 
2002). 
Lizards  were  individually  housed  at 
“El  Ventorrillo”  Field  Station,  5  km  from 
the  capture  sites  of  Guadarrama  popula‐
tions,  in outdoor 60 x 40 cm PVC  terraria 
containing  rocks  for  cover  and  absorbent 
paper as substrate, which was used to col‐
lect femoral gland secretions of males (see 
below).  Water  and  mealworm  larvae 
dusted  with  multivitamin  powder  were 
provided ad  libitum. The photoperiod and 
ambient  temperature  were  those  of  the 
surrounding region. Lizards were captured 
during  two  consecutives  days  and  were 
held  in  laboratory  conditions  one  week 
before testing to allow acclimation. Lizards 
from  both  populations  spent  in  captivity 
the same number of days before testing. To 
avoid  that  lizards  had  contact  with  the 
scent stimuli before  they were  tested,  ter‐
raria with  lizards of different populations 
and  different  sexes  were  housed  sepa‐
rately.  
We  used  the  phytohaemagglutinin 
(PHA)  injection  test  (a  delayed‐type  hy‐





mediated  immune  (CMI)  response  in  vivo 
(Smits et al. 1999; Belliure et al. 2004). We 
measured with  a  pressure‐sensitive  spes‐
simeter  the  thickness  (to  the nearest 0.01 
mm)  of  the  right  hindlimb  foot  pad  at  a 
marked  point  before  and  after  24  h  of 
injecting 0.02 mg of PHA dissolved in 0.01 
ml phosphatebuffered  saline at  this point. 
We  calculated  t e  CMI  response  as the 
difference between pre‐ and postinjection 
thickness  measures  (Smits  et  al.  1999). 
The  only  appreciable  effect  of  the  PHA 
injection was a slight swelling of  the skin, 
which  disappeared  after  48  h.  No  lizard 
showed any sign of stress or pain  in these 
tests or during  the  trials. Lizards were re‐




























































Immediately  before  female  association 
trials,  we  extracted  femoral  gland  secre‐
tion  of  males  by  pressing  with  forceps 
around  the  femoral  pores.  We  analyzed 
lipophilic  compounds  in  femoral  secre‐
tions by using a ThermoQuest Trace 2000 
gas  chromatograph‐mass  spectrometer 
(GC‐MS)  fitted  with  a  30 m  column  (Su‐
pelco,  Equity‐5)  (for  details  of  analytical 
procedures  see  López  et  al.  2006).  Initial 
identification  of  compounds was  done  by 
comparison  of  mass  spectra  in  the  NIST 
1998 mass spectral  library, and  later con‐
firmed with authentic standards. The rela‐
tive  amount  of  each  component  was  de‐
termined  as  the  percent  of  the  total  ion 
current (TIC). Areas of the peaks that rep‐
resented >0.05% relative peak area (which 
together  represent  96.8%  of  TIC  area) 
were transformed following the formula of 
Aitchison (1986) and used as variables in a 
principal  component  analysis  (PCA)  (for 
similar analyses see Dietemann et al. 2003; 
López et al. 2006). The  six principal  com‐
ponents  (PC)  extracted  (which  explained 
65.2%  of  variance;  Supplement  1)  were 
used as  independent variables  in one way 
ANOVAs  to  determine  whether  the  two 
Guadarrama  populations  of  I.  cyreni  dif‐





During  April,  to  obtain  the  scents  from 
male lizards, we had placed in each male’s 
cage  several  absorbent  paper  strips 
(35x10 cm) fixed to the floor, and left them 
there  for  ten days. Experiments were car‐
ried  out  during  the mating  season  (May‐
June). Papers were  removed  to be  placed 
in  females’ cages  immediately before each 
experiment.  Females’  cages  (60x40  cm) 
had  a  central  refuge,  two  basking  tiles  at 
each  side,  and  a  water  recipient.  At  the 
beginning  of  each  experiment  (0700  h), 
when  females were  still  inactive  and hid‐
den in the refuge, we fixed on each basking 
tile one paper  strip  from a male  from  the 
same population  than  the  female, and an‐
other  paper  from  a male  from  the  other 
population  on  the  other  basking  tile.  The 
individual  males  tested  were  randomly 
determined  and  the  scent  papers  from 
"same"  versus  "other"  males  were 
switched between the two tiles for each of 
the  seven  trials  per  female.  Each  female 
was  tested  on  seven  different  days, with 
papers  from  fourteen  different  males 
(seven different pairs consisting of a male 
from  their  own  population  and  a  male 
from  the  other  population).  Each  paper 







of  the  cages.  If  a  female  was  located  on 




we  assumed  that  she  had made  no  choice 
(for  a  similar  procedure  see  Martín  and 
López  2000,  2006a;  Olsson  et  al.  2003; 
López et al. 2003). At the end of each trial, 
the papers were removed and the cage was 
thoroughly  rinsed  with  clean  water  to 
eliminate odors of precedent trials. 
We  compared  the  relative  time  (rela‐
tive  number  of  observations)  that  each 
female  spent  on  each  paper  with  a  two‐
way repeated measures ANOVA with  type 
of male (male from her own population vs. 
male  from  the  other  population)  and  day 
of the trial, both as within factors, and the 
population  of  the  responding  female 
(‘Cueva’ vs. ‘Trigo’) as a between factor. We 
included  the  interactions  in  the model  to 
analyze whether responses to the different 
scents differed as a function of the popula‐






Tukey’s  honestly  significant  difference 
tests (Sokal and Rohlf 1995). 
To  examine  population  differences  in 
female  preferences  for  characteristics  of 




the male  from  her  own  population  (time 
on paper of own population male / time on 
papers of both males) and the six principal 
components  (PC)  resulting  from  the  PCA 
for  relative  proportions  of  chemicals  in 
femoral secretions of males (see above) or 




that  variances were  not  significantly  het‐
erogeneous  after  transformation. We  de‐
veloped  the  tests within  each  population 
separately because  interpopulation differ‐
ences  in relative proportions of chemicals 
did  not  comply  with  the  assumption  of 
homogeneous  slopes  between  groups 
(Garcia‐Berthou 2001; Engqvist 2005). To 
decide  what  variables  best  predicted  fe‐
male preference, we used a “best‐subsets” 
approach  in  conjunction  with  stepwise 
methods (Neter et al. 1985). We chose the 
most  parsimonious  model  as  having  the 
lowest Akaïke  information criterion  (AIC), 
and we  checked  its  coincidence with  the 
equivalent  stepwise  solution.  Residuals 








The  lipophilic  fraction  of  femoral  gland 
secretions of male  I. cyreni  is a mixture of 






dant  chemicals were  cholesterol  (70.3%), 
campesterol  (6.2%),  hexadecanoic  acid 
(5.2%), octadecenoic acid (3.6%), and 4,4‐
dimethyl‐cholesta‐5,7‐dien‐3‐ol (2.4%). 
All  compounds  were  shared  by  all 
males from the two populations. However, 
there were  significant  differences  in  rela‐
tive  proportions  of  some  shared  com‐
pounds  between  populations  (Table  1). 
These were  due  to  significant  differences 
in PC‐1 (ANOVA, F1,30 = 7.66, P < 0.01), but 
not  in  other  PCs  (P  >  0.20  in  all  cases). 
Thus,  according  to  the  correlations  of 
compounds  with  the  PC  scores  (Supple‐
ment 1), males from  ‘Trigo’ had secretions 
with relatively higher proportions of doco‐
sanol  and  cholesta‐5,7‐dien‐3‐ol,  and 
lower  proportions  of  steroids  such  as 





Time spent by  females  from  ‘Trigo’ on pa‐
per  strips  scent  marked  by  males  from 
their own population was significantly and 
negatively  correlated with  PC‐1  and  PC‐2 





significantly  related  with  time  and  were 




docosanol  and  cholesta‐5,7‐dien‐3‐ol,  and 
lower  proportions  of  steroids  such  as 
campesterol and sitosterol (PC‐1), and that 
had higher proportions of  fatty acids such 
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scents  of  individual males  from  their  own  population  and  PC‐scores  describing  characteristics  of 
chemical compounds in femoral gland secretions of these males from  ‘(a) Trigo’ (filled circles: PC‐1; 
open squares: PC‐2) or (b) from ‘Cueva’ (open squares: PC‐3; filled circles: PC‐4). 
Similarly,  time  spent  females  from 
‘Cueva’  on  paper  strips  scent marked  by 
males  from  their own population was sig‐
nificantly  and  negatively  correlated  with 
PC‐3  and  positively with  PC‐4  for  chemi‐
cals  in  femoral  secretions  (R2model  =  0.74, 
F2,8 = 15.44, P = 0.0017; PC‐3: β = ‐0.53, t = 
‐3.29, P = 0.01; PC‐4: β = 0.76, t = 4.76, P = 
0.001;  Fig.  1b).  Thus,  females  of  ‘Cueva’ 
spent more  time  on  papers with  scent  of 









octadecenoic  acid  methyl  ester,  the  hy‐
droxy  lactone  and  cholesta‐2,4‐diene  and 
lower proportions of 4,4‐dimethyl‐cholest‐
7‐en‐3‐ol and eicosanol (PC‐4). 
Females  from  both  populations  spent 
more  time  on papers with  scent  of males 
with  higher  immune  response  (‘Trigo’: 
R2model = 0.36, F1,10 = 5.77, P = 0.03; ‘Cueva’: 
R2model = 0.58, F1,7 = 10.05, P = 0.01) (Figure 
2).  However,  males  from  ‘Trigo’  with 
higher  CMI  responses  had  femoral  secre‐
tions with relatively higher proportions of 
docosanol  and  cholesta‐5,7‐dien‐3‐ol,  and 
lower  proportions  of  steroids  such  as 
campesterol  and  sitosterol  (PC‐1)  (r  =  ‐
0.89,  F1,10  =  41.05,  P  <  0.0001;  Fig.  3a), 
whereas  all  other  PCs  were  not  signifi‐
cantly related to CMI (P > 0.40 in all cases). 
In contrast, males from ‘Cueva’ with higher 
CMI  responses  had  higher  proportions  of 
octadecenoic  acid  methyl  ester,  the  hy‐
droxy  lactone  and  cholesta‐2,4‐diene  and 
lower proportions of 4,4‐dimethyl‐cholest‐





tween  treatments  (own  or  other  popula‐
tion)  in  the number of observations of  fe‐
males  from  both  populations  on  a  deter‐
mined  stimulus  paper  strip  (repeated 
measures two‐way ANOVA: F1,34 = 9.95, P = 
0.0033), and between days (F6,204 = 3.01, P 
=  0.008),  but  there  were  not  significant 
differences  in  the overall responses of  the 
two populations of females (F1,34 = 0.40, P = 
0.53)  (Fig.  4).  Thus,  females  from  both 
populations  spent  more  time  on  paper 
strips scent marked by males of their own 





lation  against males  of  the  other  popula‐
tion were  greater,  albeit  not  significantly, 
in  females  from  ‘Trigo’  than  in  females 
from  ‘Cueva’.  All  the  other  interactions 
were not significant (P > 0.59 in all cases). 
 

















Fig.  2  Relationships  between  average  percent 
time that female lizards I. cyreni spent on the 
papers with  scents of  individual males  from 
their  own  population  and  T‐cell  mediated 
immune response (CMI) of these males from 





Most mate  choice  processes  can  result  in 
the  coupling of  the display  trait and pref‐
erence; that is, females exhibit preferences 
for  traits  that  are  possessed  by males  in 
their population (Houde and Endler 1990; 
Endler and Houde 1995). Positive assorta‐
tive  mating  preferences  and  variation  in 
male  sexual morphology between popula‐
tions has been reported in fishes (Tilley et 
al.  1990;  Endler  and Houde  1995; Knight 
and  Turner  2004;  Zuarth  and  Macías‐
Garcia 2006), insects (Butlin 1996; Ritchie 
1996;  McMillan  et  al.  1997),  lizards 
(Kwiatkowski  and  Sullivan  2002),  snakes 
(LeMaster and Mason 2003) and mammals 
(Pillay  2000).  However,  other  studies 
found  a  lack  of  coordinated  geographic 
variation between male signals and female 
preference in insects (Gray and Cade 2000; 
















Previous  studies  show  that  female  I. 
cyreni  may  select  mates  based  on  the 
chemical  characteristics  of  femoral  secre‐
tions  of  males  (Martín  and  López  2000, 
2006a,c; López et al. 2002, 2003). Modern 
treatments recognize that the processes of 
mate  choice  and  species  recognition  are 
part  of  a  continuum:  females  may  dis‐
criminate against some males because they 
are of  low quality or  less  stimulating, but 
when  that process  leads  to discrimination 
between geographic  races  then  it contrib‐
utes to species recognition (Ryan and Rand 
1993; Endler and Houde 1995; Endler and 
Basolo  1998;  Littlejohn  1999).  Female 
Iberian  rock  lizards  avoid  territories  of 
non‐preferred males  (López  et  al.  2003). 
Males have  relative  small home  range, al‐
though  lizards  usually  move  around  to 
look  for  females  (Aragón et al. 2004) and 
when  males  find  a  female  often  occur 
forced  copulations,  like  occurs  in  other 
lizard species. Therefore, by remaining in a 
male  territory  (i.e.  association  to  male 
chemical  signals)  a  female  may  increase 
the  probability  of mating with  that male. 
We  found  that  females  from  ‘Trigo’  pre‐
ferred to associate to scent marks of males 
with  chemical  characteristics  that  were 
precisely  those  that  differed  between 
populations,  and,  therefore,  may  explain 
that  females  from  ‘Trigo’  preferred  to  as‐
sociate to scent marks of males from their 
own population. Although most models of 
speciation  based  on  sexual  selection  the‐
ory  predict  correlation  between  signals 
and preferences, some models predict that 
preferences  and display  traits will not  al‐
ways  be  correlated  among  populations 





ence‐trait  asymmetry  among  populations 
(e.g.,  Hill  1994;  Arnold  et  al.  1996;  Sim‐
mons et al. 2001). Our results showed that, 





















































cal  phenotypic  variation  of male  I.  cyreni 
mating  signals  also  depends  critically  on 
patterns  of  signal perception  and popula‐
tion  discrimination  by  females.  Between‐
population  female  association  patterns  to 
male  chemicals  showed  that  females  I. 




The  concomitant  assumption  that 
change  in  species  recognition  systems 
arose  owing  to  direct  selection  to  avoid 
deleterious  hybridization  predominated 
early  discussions  about  species  recogni‐
tion  (i.e.,  reinforcement;  Coyne  and  Orr 
1997; Servedio and Noor 2003). However, 
when  populations  are  isolated,  reinforce‐
ment makes  no  sense,  and  other mecha‐
nisms  should  explain  assortative  prefer‐
ence. Much of the research in this area has 
taken place  in  the context of Fisher’s run‐
away  process,  but  other  forms  of  sexual 
selection such as “good genes” or indicator 
processes would also generate this covari‐
ance  between  male  signals  and  female 
preferences (Endler and Basolo 1998). For 
instance, immune response dependence of 
male  traits  can  lead  to  accelerated  and 
extended evolution of male signals  (Lorch 
et al. 2003). It seems likely that this would 
also  accelerate  allopatric  speciation,  but 
this  has  not  been  modeled  explicitly.  In 
accordance with previous  studies  (Martín 
and López 2006a), we  found  that  females 
from both populations preferred to associ‐
ate  with  chemical  signals  of  males  with 
better  immune  response  (CMI). However, 
CMI  is correlated with different traits (i.e., 
different  proportions  of  chemical  com‐
pounds)  of male  signals  preferred  by  fe‐
males  in  each  geographically  distinct 
population.  Therefore,  although  females 
from  two  different  populations  showed 
preference association patterns  for differ‐
ent  chemical  characteristics  of  male  sig‐
nals,  the  relationship  between  these 
chemicals  and  the male  ‘quality’  is main‐
tained in both populations. Handicap proc‐
esses ensuring signal honesty, or different 
evolutive  pressures, may  be  diverged  be‐





males)  or  cholesta‐2,4‐diene  (‘Cueva’ 
males)  to  femoral  secretions male  lizards 
will need to divert them from metabolism, 
whereas  docosanol  (‘Trigo’)  or  octade‐
cenoic acid methyl ester (‘Cueva’) in secre‐
tions  might  be  directly  related  to  the 
amount of them that a lizard has been able 
to  acquire  from  the  diet.  Thus,  signals 
based  on  variations  in  these  chemicals 
might  be  reliable  and  costly  to  produce, 
especially  for  low‐quality  individuals 
(those  with  a  worse  health  state)  that 
would not be able to obtain them from the 
diet  (Martín  and  López  2006a). This  sug‐
gests the potential role of these secretions 
as  condition  dependent  honest  advertise‐




It  is  still  debated whether  ornaments 
evolve  because  they  are  costly  (Zahavi, 
1975), or they become costly because their 
magnitude  is  exaggerated  as  a  result  of 
mate choice (Fisher, 1958). Both social and 
physical environment may drive the evolu‐
tion  and  divergence  signalling  systems. 
Social  environment  include  intraspecific 
interactions such as different  female mate 
preferences and selective processes due to 
different  evolutive  pressures.  Some  eco‐
logical  conditions may  favor  an  indicator 
process, whereas  others  favor  the  Fisher 
process (e.g., ecological stability is thought 






flies,  Day  and  Gilburn  1997),  but  both 
processes  may  be  compatibles.  Between 
populations  initial  divergence  in  female 
preferences and male signal  traits may be 
originated  by  a  sensory  drive  or  Fisher’s 




(CMI)  in  both  populations,  signals  and 
preferences  could  have  initially  diverged 
as  consequence  of  a  Fisher’s  runaway 
process. Alternatively, different sources of 
direct  selection  on  signals  and/or  prefer‐
ence could arise as adaptations to different 
physical  environments  following  a  ‘sen‐
sory  drive’  process.  It  is  difficult  to  dis‐
prove the proposal that the different male 
traits  evolved,  for  example,  to  maximize 
signal  conspicuousness  in  local  environ‐






These  steroids  have  high  molecular 
weights,  and  may  be  good  carrier  com‐
pounds,  which  suggest  a  potential  rela‐
tionship  between  habitat  characteristics 
and evolution of chemical signals (see also 
Martín  and  López  2006b).  Many  studies 
show  that  reproductive  isolation  may 
evolve  because  divergent  selection  may 
favor  shifts  in  mate  choice  criteria  onto 
traits  that  are most  conspicuous  in  each 
environment  (Endler,  1992;  Boughman, 
2001;  Leal  and  Fleishman,  2004;  Terai  et 
al., 2006). Differences in habitat character‐
istics  may  favor  differences  in  sensory 
systems, which  in  turn may  select  for dif‐
ferences  in  signal  design  (Alberts,  1992; 
Endler,  1992).  Inherent  properties  of  sig‐
nals,  such  as  their  chemical  composition, 
affect signal conspicuousness, stability and 
probability  of  detection  by  males  or  fe‐
males,  so  signals  should evolve  to get  the 
maximum  effectiveness  (Alberts  1992; 
Endler  1992,  1993).  The  primary  envi‐
ronmental  factors  that  affect  the  spatial 
and  temporal parameters of  chemical  sig‐
nals  in  terrestrial  environments  are  tem‐
perature,  humidity  and  wind  (Alberts 
1992).  High  humidity  and  high  tempera‐
tures  increase  evaporation  and  diffusion 
rates  (Regnier  and  Goodwin  1977)  and 
affect  the  persistence  of  chemical  signals 
(McDonough et al. 1989). Volatility, a func‐
tion of both molecular weight and  chemi‐
cal  composition,  determines  in  part  how 
long a  chemical  signal  remains active and 
dictates  its pattern  of  spread  in  the  envi‐
ronment,  thus  higher  molecular  weight 
results  in  lower  volatility  and  a  smaller 
diffusion  coefficient  (Alberts  1992).  One 
strategy for increasing the life of a signal is 
the  use  of  carrier  compounds  to  retard 
evaporation  of  volatiles  (Regnier  and 







fact  that preference  and  signal properties 
correlate with  a measure  of  quality  (CMI 
response)  suggests  that  these  are  indica‐
 




















each of  seven  scent’s  choice  trials,  that  female 
lizards  I.  cyreni  from  two  close  but  isolated 
populations  (‘Cueva’  and  ‘Trigo’)  were  ob‐
served on paper strips scent marked by males 







to  different  environments.  The  impact  of 
other environmental  components,  such as 
diet, on variation  in  chemical  signals  can‐
not be  ruled  out  a priori.  Indeed, persua‐
sive  fits  between  diet  and  differences  in 
chemical  signals  have  already  been  docu‐
mented  in  insects  (Stennett  and  Etges, 
1997;  Liang  and  Silverman,  2000), where 
changes  in  chemical  signals  have  been 
shown  to  affect  dramatically  species  rec‐
ognition  and,  in  some  cases,  to  result  in 
premating  isolation  among  lineages 
adapted  to  different  foraging  resources 
(Etges 1992; Etges and Ahrens 2001). The 
common  lab  housing  strategy  does  not 
control for environmental effects, thus the 
conclusion of divergence between popula‐
tions  in  signals  is  premature without  the 
appropriate common garden experiment.  
Recent molecular studies suggest  that 
Iberian  rock  lizards  comprise  several 
closely related species and subspecies that 
occupy  different  isolated  high  mountain 






late  further  research  into  the  impact  of 
chemical signals divergence on mate pref‐
erences and the  formation of new species. 
Isolated  but  geographically  close  I.  cyreni 
populations  seem  to  constitute  a  good 
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  PC‐1  PC‐2  PC‐3  PC‐4  PC‐5  PC‐6 
Cholesta‐2,4‐diene  0.31  ‐0.05  ‐0.14  0.76  0.07  ‐0.14 
Cholesta‐4,6‐dien‐3‐ol  0.13  0.39  ‐0.06  ‐0.01  0.19  ‐0.79 
Cholesta‐3,5‐diene  0.32  0.21  ‐0.01  ‐0.10  ‐0.02  ‐0.74 
Cholesterol  0.74  0.04  0.21  0.10  ‐0.17  ‐0.35 
Cholesta‐5,7‐dien‐3‐ol   ‐0.54  0.21  0.01  ‐0.11  0.01  0.33 
Ergosta‐5,22‐dien‐3‐ol  ‐0.03  0.05  ‐0.06  ‐0.01  ‐0.55  0.08 
Ergosterol  0.20  0.13  ‐0.53  0.37  ‐0.37  ‐0.38 
Stigmasta‐5,24(28)‐dien‐3‐ol  0.54  0.03  ‐0.19  ‐0.28  0.64  ‐0.07 
Campesterol  0.74  0.20  ‐0.39  0.01  0.20  0.21 
Ergosta‐5.7‐dien‐3‐ol  ‐0.13  0.10  ‐0.52  ‐0.49  0.48  0.14 
Lanost‐8‐en‐3‐ol  0.40  0.03  ‐0.17  0.09  0.12  ‐0.21 
2,2‐Dimethyl‐cholest‐8(14)‐en‐3‐ol  ‐0.33  ‐0.21  ‐0.36  0.36  ‐0.32  0.21 
γ‐Sitosterol  0.82  ‐0.08  ‐0.16  0.13  0.02  0.11 
24‐Propylidene‐cholest‐5‐en‐3‐ol  0.61  0.16  0.01  0.02  ‐0.11  ‐0.07 
4,4‐Dimethyl‐cholest‐7‐en‐3‐ol  0.19  0.02  ‐0.04  ‐0.60  0.13  0.20 
4,4‐Dimethyl‐cholesta‐5,7‐dien‐3‐ol  0.19  ‐0.07  ‐0.71  ‐0.34  0.24  0.05 
Dodecanoic acid  0.14  0.23  0.01  0.19  ‐0.06  ‐0.81 
Tetradecanoic acid  ‐0.07  0.06  0.18  0.20  ‐0.35  ‐0.67 
Pentadecanoic acid  ‐0.07  0.26  0.12  0.49  0.61  0.12 
Hexadecanoic acid  ‐0.11  ‐0.83  0.12  ‐0.04  0.13  0.18 
Hexadecenoic acid  0.31  ‐0.73  ‐0.20  0.11  0.01  0.10 
Hexadecanoic acid, ethyl ester  ‐0.15  ‐0.26  ‐0.15  ‐0.30  ‐0.16  ‐0.52 
Heptadecanoic acid  0.01  ‐0.37  0.01  0.30  0.60  0.13 
Octadecanoic acid  0.05  ‐0.84  0.34  ‐0.10  0.23  0.09 
Octadecenoic acid  ‐0.21  ‐0.85  0.13  ‐0.18  ‐0.12  0.05 
Octadecadienoic acid  ‐0.11  ‐0.40  0.65  ‐0.01  0.18  ‐0.39 
Octadecenoic acid, methyl ester  0.14  0.24  0.15  0.51  ‐0.04  ‐0.15 
Eicosanoic acid  0.36  ‐0.21  0.42  ‐0.15  ‐0.16  0.21 
Eicosatetraenoic acid, methyl ester  ‐0.30  ‐0.09  0.67  0.02  0.38  0.21 
Octadecanol  ‐0.22  0.40  0.12  ‐0.26  ‐0.31  0.47 
Eicosanol  ‐0.15  0.22  0.11  ‐0.79  ‐0.32  0.01 
Docosanol  ‐0.57  0.23  ‐0.09  ‐0.06  ‐0.21  0.50 
Squalene  0.19  0.34  0.01  0.20  ‐0.49  ‐0.32 
4‐Hydroxy‐hexadecanoic acid γ‐lactone    0.03  0.24  0.11  0.73  ‐0.05  0.25 
             
Eigenvalue  6.10  4.38  3.80  3.37  2.47  2.02 
































azules  laterales,  que  incrementan  su  conspicuidad  visual. Además,  los machos  de  I. 
monticola  en mejor  condición  y  con más ocelos  azules  laterales  fueron más  tímidos 
frente a  los potenciales depredadores, mientras que  los machos de I. cyreni en mejor 
condición y con más ocelos ventrales fueron más arriesgados. Esto sugiere que la regu‐
lación del  comportamiento  antidepredador puede  también  funcionar  como un  coste 










?? Diferentes  sistemas de apareamiento pueden determinar  los beneficios directos y/o 
indirectos que  los machos proveen a sus parejas y, por tanto, sesgar  las preferencias 
de  las hembras por diferentes rasgos de  las señales de  los machos. Así, en  la especie 
más  territorial  (I. monticola)  los  rasgos de  las  señales químicas  relacionados  con  la 
dominancia son preferidos por las hembras, mientras que en la especie menos territo‐
rial  (I. cyreni)  las hembras prefieren  los rasgos de  las señales químicas relacionados 
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